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Die Darstellung von Thyroxin, Monojodtyrosin 
und Dijodtyrosin aus jodiertem Eiweif*) 
Von 
W. Ludwig und P. von Mutzenbecher 


Mit 3 Figuren im Text 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der [. G. Farbenindustrie A.-G 
Werk Frankfurt a. M.-Hoéchst) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Februar 1939) 


Seit man weib, daB die biologische Wirkung der Schilddriise 
an einen jodhaltigen KiweiBkorper, das Thyreoglobulin!) gebunden 
ist, hat man sich mit der Frage beschiftigt, ob es méglich sei, 
durch Jodierung von Proteinen in vitro schilddriisenwirksame 
Kiérper zu erzeugen. Vom chemischen Standpunkt wurde eine 
Verwandtschaft zwischen Thyreoglobulin und kiinstlichem Jod- 
eiweiB bereits von Blum?) diskutiert. Biologische Versuche sind 
freilich erst in neuerer Zeit gemacht worden; die Wirkung von 
JodeiweiBkérpern auf die Metamorphose von Amphibienlarven 
wurde von mehreren Seiten gepriift®). Die Ergebnisse wider- 
sprechen sich zum Teil, itberwiegend wurde aber ein EinfluB auf 
die Metamorphose festgestellt. Aber auch einige andere jodhaltige 
Substanzen, z.B. Dijodtyrosin, haben Einfluf8 aut die Metamorphose. 
Diese Aminosiure ist, wie Oswald‘) nachgewiesen hat, ein Bau- 
stein jodierter Proteine; damit lieBe sich deren Wirksamkeit im 
Metamorphosenversuch unter Umstinden schon erkliren. Daf 


*) Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit wurde bereits im Herbst 
1936 als vorliufige Mitteilung veréffentlicht (Z. physiol. Chem. 244, IV). Das 
Erscheinen der vorliegenden ausfiihrlichen Arbeit wurde durch iiubere 
Umstiinde verzégert. 

1) KE. Baumann, Diese Z. 21, 319 (1895/96); 22, 1 (1896/97); F. Blum, 
Miinch. Med. Wschr. 1898, H.8, 9, 11; A. Oswald, Diese Z. 27, 14 (1899). 

aa O 

5) Vel. Werner Schulze im Hdb.d.norm. path. Phys., Correlationen II, 
1, 712f.; T44f. 

4) A. Oswald, Diese Z. 70, 310 (1910/11); 71, 200 (1911); 74, 290 (1911); 
75, 873 (1912). 
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diese Erklirung nicht ausreicht, vielmehr auch kiinstliche .|, 
proteine eine echte Schilddriisenwirkung haben kénnen, zeige 
Versuche mit Abbauprodukten jodierter Proteine, die insbesonder 
von Abelin und Mitarbeitern?) angestellt wurden. Vor wenis: 
Jahren hat E. Kaér?) durch eingehende Vergleichsversuche 1): 


zwei biologischen Testen auch bei einem nicht abgebauten Joi- 


eiweiB eine echte Schilddriisenwirkung nachgewiesen. 

Die erwaihnten Versuche iiber schilddriisenwirksame Abbsu- 
produkte jodierter KiweiBkérper schlieBben sich an entsprecheud. 
Arbeiten iiber SchilddriiseneiweiB an, die bekanntlich zur Isolierune 
des wirksamen Bestandteiles getiihrt haben. 

Schon das Thyrojodin Baumanns*) war durch Hydrolyse 
der Schilddriisensubstanz mit Schwefelsiiure gewonnen worden: 
jedoch war diese Substanz wenig definiert und lieB sich nich 
weiter reinigen, Erfolgreich war erst der von Kendall ein- 
geschlagene Weg*) Kendall fiihrte den hydrolytischen Abbau 
in Natronlauge durch; die wirksamen Anteile lieben sich aus dem 


Reaktionsgemisch durch Ansiiuern austiillen. Nach umstiindlicher 


Reinigung konnte Kendall schlieBlich aus dem si&ureunléslichen 
Anteil einen kristallinen Kérper abtrennen, der 65°/, Jod enthielt 
und alle biologischen Wirkungen der Schilddriise ausiibte; er 
nannte diese Substanz Thyroxin. Harington®) vereinfachte die 
Darstellungsmethode und verbesserte zugleich die Ausbeute an 
Thyroxin erheblich, indem er statt Natronlauge Barytwasser zur 
Hydrolyse benutzte. Aus dem siiureléslichen Anteil des Baryt- 
hydrolysates isolierten Harington und Randall®) als zweiten 
jodhaltigen Bestandteil der Schilddriisensubstanz das Dijodtyrosin. 
Foster‘) vereinfachte das Verfahren zur Abtrennung von Thyroxin 
und Dijodtyrosin aus Schilddriiseneiweif noch weiter. 

Abelin und Mitarbeiter haben nun eine Reihe von jodierten 
EKiweibkérpern in gleicher Weise mit Barytwasser oder Natron- 
lauge abgebaut. Beim Ansiiuern erlielten sie Fillungen, die bis 


I. Abelin u. A. Florin, Arch. exper. Path. 171. 443 (1933): 
I. Abelin, Arch. exper. Path. 175, 146, 151 (1934); Klin. Wschr. 1934, S. 940: 
I. Abelin, Arch. exper. Path. 181, 250 (1936); I. Abelin u. A. Neftel, Arch. 
exper. Path. 189, 473 (1938). 

*) E. Kaér, Klin. Wschr. 1934, S. 11. 

3) E. Baumann, a. a. O. 

' E. C. Kendall, J. of Biol. Chem. 39, 125 (1919). 

») C. R. Harington. Biochemie. J. 20, 293, 300 (1926). 


R. Harington u.S. 8. Randall, Biochemie. J. 25, 373 (1929). 
r+, L. Foster, J. of Biol. Chem. 83, 345 (1929). 
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a 40°), Jod enthielten. Diese Stotfe zeigten bei der Priifung 
re mit allen bekannten Testen auf Schilddriisenwirkung in jedem 
alle eine gute Wirksamkeit; im Vergleich zu reinem Thyroxin 
war sie lediglich etwas milder. Deshalb nannte Abelin diese 
wirksamen Fraktionen Homothyroxine. 
yd - Nach den bisherigen Erfahrungen') iiben von den bekannten 
odhaltigen Aminosiiuren nur Thyroxin selbst und in geringerem 
Grade das Dijodthyronin eine Schilddriisenwirksamkeit aus. Man 
cle muBte also vermuten, dab in den wirksamen Fraktionen Abelins 
ne Yhyroxin oder ein niedriger jodiertes ‘Thyronin enthalten sei. 
Ks ist Abelin jedoch nicht gelungen, aus den Homothyroxinen 
‘se detinierte chemische Kérper zu isolieren, so dai die Frage nach 
D: der chemischen Grundlage der Schilddriisenwirkung jodierter Pro- 
hi teine offen bleiben muBte. 
Te In der vorliegenden Arbeit wird nun gezeigt, dab es méglich 
uu ist, aus Hydrolysaten jodierter Proteine Thyroxin darzustellen, 
Wn wenn man bei der Jodierung des Ausgangsmaterials bestimmte 
er Bedingungen beachtet. Wur fanden sie bei Versuchen, die zunichst 
en uur darauf hinzielten, die biologische Wirksamkeit und die Ausbeute 
lt an der ,wirksamen Fraktion“ aus Jodeiweib méglichst zu steigern. 
er Dabei ergab sich, daB alle die in der Literatur beschriebenen 
le Jodierungsverfahren, welche eine schonende Substitution bei még- 
iD lichster AusschlieBung von Nebenreaktionen bezwecken, fiir die 
ar Darstellung schilddriisenwirksamer Substanzen ungeeignet sind. 
t- Weder die Jodierung in Natronlauge bei 0° nach Oswald?) noch 
1 Jodierung mit Jodstickstoff (in ammoniakalischer Lésung) nach 
n. Blum und StrauB%), noch Jodierung in essigsaurer Lésung, wie sie 
Mn von Bauer und StrauB‘) angewandt wurde, fiihrte zu Jodproteinen, 
aus denen nennenswerte Mengen einer siiureunléslichen, schild- 
nD driisenwirksamen Fraktion zu gewinnen waren. 
n- Bessere Ausbeuten erhalt man, wenn man die Jodierung bei 
1S erhdhter Temperatur ausfiihrt. Jedoch scheint eine Erhéhung 
der Temperatur iiber 40° hinaus keinen Vorteil zu bringen. Wir 
2 haben deshalb, und um Wiirmeschiidigungen leicht denaturierbarer 
4 Proteine zu vermeiden, ausschlieBlich bei Brutschranktemparatur 
vearbeitet. 


') J. H. Gaddum, J. Physiol. 64, 246 (1927 28); 68, 383 (1929/30); 
Abderhalden u. E. Wertheimer, Z. exper. Med. 65, 557 (1928). 
*) A.Oswald, Diese Z. 93, 351 (1915). 
}. ) FE. Blum u. E. Straub, Diese Z. 171, 199 (1923). 
*) H. Bauer u. E.Straub, Biochem. Z. 284, 197 (1935). 
14* 
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Wir erwihnten schon, dab saure Reaktion bei der Jodieru 
fiir unseren Zweck ungeeignet ist. Aber auch bei stiirker alkalisch, 
Reaktion sinken die Ausbeuten stark ab. Die Bildung der schili- 
driisenwirksamen Substanz scheint am besten im _ p,,-Bereic/, 
zwischen 7 und 9 vyonstatten zu gehen. Am einfachsten 1|ii{); 
sich dieser Reaktionsbereich wiihrend der Jodierung, bei der Niiur 
entsteht, einhalten, wenn man mit einem UberschuB von Natrium- 
bicarbonat arbeitet. 

Fiigt man zu einer auf 37° gehaltenen bicarbonatalkalische: 
Caseinlésung so lange Jod hinzu, bis kein Jod mehr verbraucht 
wird, ,.siittigt* man also das Protein mit Jod, so braucht man 
etwa 50 ¢ Jod auf 100 g Casein. Das so hergestellte Jodcasein 
enthilt aber nur 8,5°/, Jod; es ist dunkelgelb gefarbt und im 
Tierversuch nahezu unwirksam. Nach Hydrolyse in heib ge- 
siittigter Barytlauge kann man eine Fraktion gewinnen, die einen 
hohen Jodgehalt und betriichtliche Schilddriisenwirksamkeit aut- 
weist; Thyroxin lieB sich aus ihr jedoch nicht abscheiden. 
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Das Verhiltnis des gebundenen Jods zum eingesetzten .Jod ) 
ist also bei diesem Verfahren auSerordentlich ungiinstig: der ; 
griBte Teil des Jods wird fiir Nebenreaktionen verbraucht. Unter- 
sucht man nun aber, in welcher Weise unter den gegebenen 
Reaktionsbedingungen die aufgenommene Jodmenge von der zu- 
gesetzten Jodmenge abhingt, so findet man, daB das Verhaltnis 
des gebundenen zum zugesetzten Jod immer giinstiger wird, je 
weniger Jod man zugibt. Man kann z. 5. mit 60°/, der zur 
Siittigung erforderlichen Jodmenge noch einen Jodgehalt erzielen. 
der dem Sittigungswert nahe kommt (vgi. Fig. 1). 
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Untersucht man nun weiter die Eigenschaften derartiger 
. ungesittigter Jodcaseine im Hinblick auf die Aufgabe der vor- 
| liegenden Untersuchung, so zeigt sich folgendes: 

Jodcaseine, die mit 20—30g¢ Jod auf 100 g Casein her- 
ust vestellt sind, haben eine hohe biologische Wirksamkeit, die ?/, 
™ bis 1/, vom Wirkungswert eines von uns als Standard benutzten 
= \childdriisenpriiparates hoher Reinheit*) betragen kann. 





ht 
an 
1n 
im 
re 
en 
ul- 
Fig. 2a Fig. 2b 
Thyroxin aus Jodeasein d.1-Thyroxin aus Schilddriis 
1: 150 linear 1: 300 lineat 
Aus C. R. Harington: 
The Thyroid Glands, London 1933 
Die aus ungesittigten Jodcaseinen erhaltenen wirksamen 
Kraktionen sind im allgemeinen hell gefirbt. Wenn man sie 
in kochender 0,1 normaler Natrium- oder Kalium—Carbonatlésung 
auflést und abkiihlen liBt, so scheidet sich ein feiner farbloser 
Niederschlag aus. Loést man diesen in verdiinntem alkalischem 
Alkohol, erhitzt zum Sieden und siiuert mit Essigsiiure an, so er- 
hilt man eine weiBe mikrokrystalline Fillung (Fig. 2a). Dieser 
\dérper erweist sich nach seiner Zusammensetzung, seinen physi- 
kalischen und chemischen Eigenschaften und seiner biologischen 
- Wirksamkeit als Thyroxin. Wenn man aus ihm durch kataly- 
- tische Hydrierung das Jod entfernt, 80 erhilt man einen Korper, 
vn der nach chemischen Eigenschatten, Schmelzpunkt und Analyse 
a mit dem Desjodothyroxin (Tlhyronin) von Harington iiberein- 
| stimmt. 
“i | Casein ist zwar das beste, aber nicht das elnzig mogliche 
4 \usgangsmaterial. Wir haben Serum, Serumalbumin, Serum- 
F slobulin, Seidenfibroin und Edestin nach dem gleichen Verfahren 
om odiert und konnten in allen Fallen schilddriisenwirksame Fraktionen 


") Elityran (Handelspriiparat). 





200 W. Ludwig und P. von Mutzenbecher, 


in mehr oder weniger guten Ausbeuten herstellen und 
ihnen auch Thyroxin gewinnen. Man wird vermuten diirfen, d:; 
alle Proteine, die Tyrosin enthalten, geeignet sind: die besic; 
Bedingungen miissen allerdings in jedem Falle aufgesucht werde) 
und die erreichbaren Ausbeuten sind naturgemiib sehr verschied 
Neben Casein scheinen die Serumproteine besonders gute Aus- 
beuten zu liefern. | 

Das bei unseren Versuchen benutzte Abbauverfahren schlie{): 
sich an die von Harington und Randall!) sowie Foster?) fii 
die Isolierung von Thyroxin aus Schilddriisensubstanz angegebene; 
Vorschriften an und besteht im wesentlichen aus der Hydrolys. 
in 40°/,iger Barytlésung und der Isolierung der bei p,, 5 fiill- 
baren Fraktion. Die Barythydrolyse hat sich auch fiir de: 
Abbau kiimstlich jodierter Proteine als bestes Verfahren erwiesen. 
Natronlauge scheint die wirksame Substanz zu schiidigen: di 
Ausbeuten sind schlechter, die siureunlésliche Fraktion dunkle: 
gefiirbt und Thyroxin ist aus ihr nur schwer und in geringen 
Ausbeuten zu isolieren. Hydrolyse in Schwefelsiiure fiihrt zu 
starker Jodentwicklung; die Ausbeute an wirksamer Rohfraktion 
ist zwar gut, die Substanz ist jedoch schwarz gefiirbt, und eins 
Isolierung krystalliner Bestandteile gelingt nicht. 

Die Ausbeute an wirksamer Rohfraktion, die etwa 40 bis 
50°), Jod enthilt, ist von der Beschaffenheit des Ausgangs- 
materials abhiingig; aber auch beim gleichen Ausgangsmaterial 
und bei gleichmiBiger Arbeitsweise schwankt sie stark. Mar 
erhilt bei Einhalten der im experimentellen Teil gegebenen Vor- 
schrift 1—2,5 °/, vom eingesetzten Jodcasein. Berechnet man 
die Ausbeute auf Jod, so ergeben sich 7—20°/, 
des jodierten Caseins. Die biologische Wirksamkeit betriigt 
Mittel etwa den dritten Teil von der des Thyroxins; auf Joi 
berechnet ist sie etwa halb so stark. Man kénnte daraus de: 
SchluB ziehen, daB etwa die Hilfte des Jods der wirksame: 
Fraktion als Thyroxinjod vorlegt; vielleicht beruht aber ein Teil 
der Wirksamkeit auch auf jodiirmeren Vorstufen des Thyroxins. 

Die Ausbeute an Thyroxin hiingt naturgemiB stark vom 
Reinheitsgrad der wirksamen Fraktion ab. Je unreiner sie ist. 
desto schwerer krystallisiert das Thyroxin. Wir konnten bis zu 
25°/, der wirksamen Fraktion als Roh—Natriumthyroxin abscheiden. 


e / 
a i0 


Beim Umfiillen zu Thyroxin treten wieder starke Verluste ein, 


vom Jodgehalt 


a. a. O. 7) awa. QO. 














Darstellung von Thyroxin, Monojodtyrosin und Dijodtyrosin usw. 2()] 


und das so gewonnene Rohthyroxin hat trotz seines (unter dem 
Mikroskop) einheitlichen Aussehens hiiufig einen zu geringen Jod- 
cehalt und mub weiter umkrystallisiert werden. (Vielleicht liegt 
hier Mischkrystallbildung mit einem niedriger jodierten Thyronin 
vor? — Wir hoffen, demniichst gréBere Mengen Rohthyroxin einer 
fraktionierten Krystallisation unterwerfen zu kinnen, um event. 
die Beimengung zu isolieren.) Wir kénnen also bisher iiber die 
Bindungsart des gesamten Jods der wirksamen Fraktion keine 
Aussagen machen; es ist jedenfalls nicht zuliissig, das gesamte 
Jod der siureunléslichen .,wirksamen“ Fraktion aus jodierten 
Proteinen in der gleichen Weise als Thyroxinjod zu betrachten. 
wie es in der Vorschrift Haringtons!) zur Bestimmung des 
Thyroxingehaltes von Schilddriisensubstanz geschieht. 


Wir wollen noch auf einige Versuche niiher eingehen, nach 
Abbau mit Fermenten Thyroxin aus Jodproteinen zu gewinnen. 
Unser Ziel, auf diesem Wege optisch aktives Thyroxin zu iso- 
lieren, wurde allerdings bis jetzt nicht erreicht. Ahnlich wie bei 
fermentativem Abbau von Schilddriiseneiweif waren die Verluste 
sehr gro} und die Endprodukte nach Pepsin-, Trypsin- und 
Krepsin-Verdauung waren so unrein, daf eine lsolierung krystalliner 
Substanzen nicht gelang. Wir erwiihnen diese Versuche hier 
deshalb, weil wir dabei eine Beobachtung von Salter und 
Pearson’) auch fiir unseren Fall bestiitigen, ihre Deutung jedoch 
widerlegen konnten. 


Salter und Pearson hatten Schilddriisen mit Pepsin verdaut und 
uus dem Verdauungsgemisch die thyroxinhaltigen Peptone durch Fiillung 
bei py 5, wie sie meinten, vollstiindig abgetrennt. Wenn sie das Filtrat 
dieser Fiillung mit einer gréBeren Menge Pepsin kurze Zeit auf 60° er 
hitzten, trat eine starke Flockung auf, die sich als schilddriisenwirksam 
erwies. Salter und Pearson nahmen an, dab hierbei aus unwirksamen, 
dijodtyrosinhaltigen Peptonen wirksames Schilddriiseneiweib ,,synthetisiert* 
wiirde. Wir haben ihre Versuche sowohl mit Schilddriiseneiweib wie mit 
Jodeasein nachgearbeitet und konnten  bestiitigen, dab bei der ,,Pepsin 
svnthese“ eine stark schilddriisenwirksame Substanz ausfiillt. Kine Unter- 
suchung des mit Pepsin behandelten Ausgangsmaterials, also des Fil- 
trates yon der py,, 5-Fiillung nach der Pepsinverdauung, zeigte jedoch, 
dab dieses in beiden Fiillen noch reichlich wirksame Substanz enthielt. 
Aur Erklirung der Befunde von Salter und Pearson geniigt also die sehr 
plausible Annahme, daf diese bereits vorhandenen schilddriisenwirksamen 
Kdrper von der ,synthetischen“ Pepsinfillung gebunden oder mitgerissen 


') C. R. Harington u. 8.8. Randall, Quart. J. Pharmacy 2, 501 (1929). 
*) W. T. Salter u. O. H. Pearson, J. of Biol. Chem. 112, 579 (1936). 
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werden‘). Bemerkenswert ist der Unterschied in Jodgehalt und Wirkss 
keit der ,,synthetischen“ Pepsinfallung aus SchilddriiseneiweiB und Jodeas 
ivgl. Tab. 1). Beim Schilddriisenhydrolysat wird offenbar ausschlief 
Thyroxinjod ausgefiillt, wihrend bei Jodcaseinhydrolysat tiberwiegend 
spezitisches Jod mitgerissen wird. 


Tabelle 1 


,.Pepsinfillung’ nach Salter und Pearson 





Trocken- . 
MsE*) |Jodgehalt 
ecm substanz 8 MsE mg 
n (gesamt) 0 
£ lo 
aus Jodcasein 
Ausgangsmaterial. 500 145 1800 
»svnth. 
Pepsinfillung’ 5,1 1300 4,1 6 
aus Thyreoglo- 
bulin Ausgangs- 
material, .... 1400 810 28000 
synth. 
Pepsinfillung* 47 9000 0,15 130! 
(wie Elityran 

















Isolierung von Monojodtyrosin und Dijodtyrosin aus den Mutterlaugen 


Es war zu erwarten, daf sich in den Mutterlaugen vom 
wirksamen siiureunlislichen Anteil, also im siureléslichen Anteil 
des Hydrolysates, Dijodtyrosin finden wirde. Wir haben die 
Mutterlaugen auf Dijodtyrosin aufgearbeitet und konnten in 
der Tat daraus Jodgorgosiure isolieren. Daneben fand sich aber 
noch eine weitere bisher unbekannte jodhaltige Aminosiiure, die 
nach ihrer Zusammensetzung und ihren Eigenschaften als Mono- 
jodtyrosin anzusprechen ist. 

Die EKigenschaften der neuen Verbindung sind denen des Dijod- 
tyrosins sehr ihnlich. Die Léslichkeit ist gréBer, sowohl in Wasser 
wie in Alkohol und Methylalkohol, so daB man das Gemisch beider 
Aminosiiuren durch fraktionierte lrystallisation trennen kann. 
Kine T'rennung ist ferner durch Phosphorwolframsiure méglich: im 
Gegensatz zum Dijodtyrosin fillt Monojodtyrosin aus 2 n-Schwetel- 
siure mit Phosphorwolframsiure nicht aus. — Monojodtyrosin 
scheidet sich aus schwach saurer wibriger Lésung in der gleichen 
Krystallform aus wie Dijodtyrosin: es bildet wie dieses flache, 
wetzsteinférmige Nadeln, die zu sternférmigen Biischeln vereinigt 


Zum gleichen Resultat kommen G. L. Foster, W. W. Palmer u. 
I. P. Leland, J. of Biol. Chem. 15, 467 (1936). 
*) MsE = Meerschweincheneinheiten nach Kreitmeir. 
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sein kénnen. Die Substanz schmilzt unter Zersetzung bei 
2903—207° (korr.). Sie lést sich in 4 n-Salzsiiure beim Erwiirmen 
aut: beim Abkiihlen krystallisiert das Hydrochlorid in schénen 
Nadeln aus. Sie gibt ebenso wie Dijodtyrosin die von Kendall?) 
angegebene Reaktion: Gelbfirbung mit NaNO, + Siiure, bei Am- 
moniakzugabe Rotfairbung. 

Durch katalytische Hydrierung libt sich das Jod quantitativ 
abspalten. Die jodfreie Verbindung ist identisch mit Tyrosin. 

Durch Jodierung von Monojodtyrosin in ammoniakalischer 
Lisung wird Dijodtyrosin erhalten. 

Die Bildung von Monojodtyrosin bei der unvollstiindigen Jodierung 
von Eiweil ist nicht an die engeren Bedingungen der Jodierung zum 
Zwecke der Thyroxindarstellung gebunden. Wir konnten Monojodtyrosin in 
veringen Mengen auch aus Jodproteinen isolieren, die in der Kiilte in 
Natronlauge oder in ammoniakalischer Lésung unvollstiindig jodiert worden 
waren. In beiden Fillen wurden nur Spuren siiureunléslicher Fraktionen 
erhalten. 

Die im Versuchsteil angegebenen Ausbeuten lassen keinen NSchlub 
auf den Gehalt des Jodproteins an Mono- und Dijodtyrosin zu. Sowohl 








7 im Verlauf der Hydrolyse wie auch anscheinend wihrend der Aufarbeitung 
- geht Jod aus organischer Bindung in Jodion iiber. Etwa 35°), des Jods 
, der siiurelislichen Fraktion liegen als Ion vor. 
) 
ie Experimenteller Teil 
lie Darstellung eines hochwirksamen Jodproteins. 100 ¢ Casein, 
in das méglichst fettfrei sein soll, werden in 4 Liter Wasser mit 
yer 30g Natriumbicarbonat in Liésung gebracht und im Wasserbad 
lie bei 37° gertihrt. Hierzu werden 20 g feingepulvertes Jod in 
ie, kleinen Portionen und in festen Zeitabstiinden zugesetzt und das 
Reaktionsgemisch nach beendeter Jodzugabe noch einige Zeit 
d. weltergeriihrt. Dann wird das Jodcasein durch Ansiiuern aus- 
er gefiillt, abfiltriert, in Wasser aufgeriihrt, mit. méglichst wenig 
er Natronlauge in Lisung gebracht und zur Entfernung anorganischer 
‘nD. Salze gegen destilliertes Wasser dialysiert. Die Liésung wird 
71 dann langsam unter Riihren in das gleiche Volumen essigsauren 
a). Alkohol eingegossen, die Fillung abgesaugt, mit Alkohol ge- 
in waschen und im Vakuum getrocknet. Das Produkt enthilt 
en b—S "/, organisch gebundenes Jod. Es ist wirksam auf den 
1e. (Gcrundumsatz, die Metamorphose von Kaulquappen und Axolotln 
ot und hat bei quantitativer Auswirkung nach Kreitmeir einen 


\irkungswert von 200—500 MsK/g. Es ist hellgelb gefirbt und 
wird von Pepsin in saurer Lisung angegriffen. 


lh aca. O. 
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Hydrolyse und Isolierung der wirksamen Fraktion. 100 « .|: 
casein werden mit 640 ccm Wasser verrieben und in eine; 
Kolben gespilt, 320g Baryt zugesetzt und am RiickfluBkiil|e, 
20 Stunden lang gekocht. Danach wird der sandige Nieder- 
schlag durch einen Heiztrichter abfiltriert oder abgesaugt wid 
Niederschlag (A) und Filtrat (B) getrennt verarbeitet. A wird 
verdiinnter Salzsiiure verrieben, bis die Reaktion schwach kongo- 
sauer bleibt, abzentrifugiert, mit verdiinnter Essigsiiure gewasclien 
und (bei hpoidhaltigem Ausgangsmaterial, wie Serumeiweif uni 
Schilddriisensubstanz) getrocknet und mit Ather gewaschen. B wird 
abgekiihlt und von den ausgeschiedenen Barytkrystallen abgesa uc: 
letzteres umkrystallisiert und die Mutterlauge mit dem Filtrat 
vereint. Die vereinigten Filtrate werden mit Salzsiiure versetz: 
bis die entstehende Flockung gut absitzt (p,, 4,5—5,0), 
Flockung abzentrifugiert, mit verdiinnter Essigsiure (und wen 
notwendig mit Ather, vgl. oben) gewaschen und mit A vereinigt. 
Die vereinigten Niederschliige A und B werden mit n/10-Natron- 
lauge, der etwas Natriumsulfat zur Ausfillung des Bariums zu- 
gesetzt ist, emige Male ausgekocht und jedesmal abzentrifugiert. 
Die yereinigten alkalischen Extrakte werden auf 90° erwiirmt 
und mit verdiinnter Schwefelsiiure unter starkem Riihren bis zu 
deutlichen Flockung versetzt (p,, 4,5—5,0). Die Fallung wird 
heii abgesaugt, zweckmiBig auf einer Glasnutsche G 4, mit ver- 
diinnter Essigsiiure gewaschen und im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. 

Wenn man von einem nach obiger Vorschrift jodierte: 
Casein ausgeht, betriigt die Ausbeute etwa 1—2.5 g, im Dure! 
schnitt 2,1 ¢; die Jodausbeute 7—20°/,, im Durchschnitt 13 ° 
des Caseinjods. Der Jodgehalt liegt zwischen 40 und 50°, 
die biologische Wirksamkeit ist etwa 10—20000 MsE/g, das sin 
etwa 20—45 MsK/mg Jod. (EKlityran hat 50—100 MsK/mg Joc 
Thyroxin etwa ebenso viel.) 

Isolierung von Thyroxin. 1 ¢ der nach obiger Vorschrift dar- 
cestellten wirksamen Fraktion wird in 75 ccm 0,1 n-Kalium- 
carbonat oder Natriumearbonat-Lésunge durch Aufkochen gelés' 
und auf 0° abgekiiilt. Ein feiner weifer Niederschlag (100 bis 
250 mg) scheidet sich aus; er wird durch Ausschleudern a! 
setrennt und zweckmiibig abermals mit einer moglichst geringes 
Menge 0.1 n-Alkalicarbonatlésung kochend gelést und in der Wiilte 
zur Ausscheidung gebracht; man wiischt mit eiskalter Carbonat- 
lisung. Der Niederschlag wird nun in 70°/,igem alkalischen 
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Alkohol aufgenommen; vom ungeliésten wird abfiltriert, zum Sieden 
erhitzt und heiB mit Essigsiiure angesiiuert. Alsbald scheidet 
sich Thyroxin (560—100 mg) in feinen Flocken aus, die unter dem 
Mikroskop aus Nidelchen in stern- oder biindelférmiger Anordnung, 
beim Auskrystallisieren aus zu konzentrierter Lisung auch aus 
kugelférmigen Drusen bestehen. Das gleiche Bild zeigt synthe- 
tisches Thyroxin, wenn man es in derselben Weise auskrystallisieren 
liBt. Die Substanz zersetzt sich bei 230—235°. Die Analysen- 
verte stimmen mit denen vom synthetischen Thyroxin iiberein. 


Analyse: Thyroxin aus Jodcasein: Jod 64,5 N 1.8 
Synthetisches Thyroxin (umkrystallisiert): ,, 64,8. ., 1,8. 


Beide Jod-Werte liegen etwas unter dem theoretischen Wert 65,4°),). 

Absorptionsspektren. Die Absorptionsspektren im Ultraviolett 

von synthetischem Tyroxin und JodeiweiBthyroxin wurden ver- 
slichen. Wie Fig. 3 zeigt, sind beide identisch. 





ie ™ a * a + ss = | 
40} 
| 
| 
3,51 | 
j 
| | 
, | 
| 30} 


A—> 360 320 280 mea 
Fig. 3 
\bsorptionsspektrs n von Thyroxin 
@) Svnthetisches Thyroxin + Thyroxin aus Jodcaseil 





Darstellung von Thyronin. 1,5 ¢ Rohthyroxin aus Jodcasein 


urden in 200 ccm 0,025 normaler alkoholischer Kalilauge gelist 
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und mit Palladium als Katalysator hydriert. Dabei wurden 175 c 
Wasserstoff aufgenommen, ungefiihr der Theorie entsprechend. |);; 
Lésung wurde mit Essigsiure schwach angesduert und im Vakuwy 
eingeengt, bis sich ein weifer Niederschlag bildete. Er bestand 
aus Kugeln krystalliner Struktur, wie sie Harington fiir Thyronis 
beschreibt. Die Ausbeute betrug 0,44 g = 84°, d. Th. Die Su)- 
stanz wurde aus warmer verdiinnter Schwefelsiure durch Ab- 
stumpfen mit Natriumacetat umkrystallisiert und mit Wasser 
salzfrei gewaschen. Sie schmolz unter Zersetzung bei 254° korr, 
(iibereinstimmend mit dem von Harington angegebenen Schmelz- 
punkt). 

Analyse: Fir C,,;H,,O,N Ber. © 65,9 H 5,5 N 5.1 


‘ : e- » ” 
Gef. ,, 65,1 97 2,0 99 yee 


Darstellung der schilddriisenwirksamen Pepsinfallung nach Salter 
und Pearson, — a) Aus Jodcasein. 628g Jodcasein mit einem 
Jodgehalt von 8,3°/, wurden in 6,5 Liter Wasser suspendiert und 
mit Salzsiure auf p, 1,5 eingestellt. 50g Pepsin in 200 ccm 
Wasser gelést wurden hinzugefiigt und das Ganze 4 Tage im 


Wasserbad bei 37° geriihrt. Danach wurde mit Natronlauge auf 


p,, 4,6 eingestellt, der Niederschlag abzentrifugiert, gewaschen und 
getrocknet. 

Die Mutterlauge wurde '/, Stunde auf 100° erhitzt, durch 
ein Seitzfilter geklirt und im Vakuum auf Sirupdicke eingeengt. 
Der Sirup wurde auf 600 ccm verdiinnt. Diese Lésung enthielt 
29°). Trockensubstanz und hatte eine Wirksamkeit von 12 Meer- 
schweinchen-Einheiten pro Gramm 'l'rockensubstanz. 500 cem davon 
ientsprechend 145 g Trockensubstanz mit insgesamt 1800 Msi) 


wurden mit 100 ccm einer 10°/,igen Pepsinlésung versetzt, aut 


Pp, 3.9 eingestellt und 45 Minuten auf 60—70° erwirmt. Dann 
wurde noch heiBb auf p,, 5 eingestellt, wobei ein dicker Nieder- 
schlag ausfiel, auf 1 Liter aufgefiillt, der Niederschlag abzentr- 
fugiert, mit Wasser gewaschen und auf Ton getrocknet. Die 
Ausbeute betrug 5,1 g, der Jodgehalt 4,1°/,, die biologische Wirk- 
samkeit etwa 200 MsE pro Gramm, also 6 MsEK/mg Jod. Die 
Ausbeute an Meerschweinchen-Kinheiten betrug demnach 1300. 

b) Aus Thyreoglobulin. 2,85kg Thyreoglobulin mit einem 
Jodgehalt von 0,33°/, wurden mit 40 Liter Wasser suspendiert 
und mit Salzséure auf p,, 1,5 eingestellt. Nach Zusatz von 200 ¢ 
Pepsin wurde das Gemisch 4 'T'age bei 37° geriihrt, dann mut 
Natronlauge auf p,, 5 eingestellt und der Niederschlag abzentri- 


fugiert. Das Filtrat wurde durch Seitzfilter geklirt und aut 
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1.5 Liter im Vakuum eingeengt. Der Trockengehalt dieser Lisung 
betrug 58°/,, die biologische Wirksamkeit 35 MsK/g Trocken- 
substanz. 1,4 Liter davon (28000 MsK) wurden mit 300 cem 
10 °/,iger Pepsinlésung versetzt, auf p,, 3,5 eingestellt und wie 
oben weiter behandelt. Die Ausbeute an Pepsinfillung betrug 47 2 
mit 0,15°/, Jod und einer Wirksamkeit von etwa 200 MsK/; 


o 


7 


das sind etwa 130 MsE pro Milligramm Jod). Die Gesamt- 
ausbeute an Meerschweincheneinheiten betrug 9000. 

Isolierung von Dijodtyrosin und Monojodtyrosin aus den Mutter- 
laugen. Die vereinigten schwach sauren Mutterlaugen aus ver- 
schiedenen Ansitzen nach obiger Vorschrift jodierten und auf- 
vearbeiteten Caseins (zum Teil monatelang aufbewahrt) wurden 
von Bariumsulfat und einem dunklen Bodensatz abfiltriert, mit 
gesiittigter Bleiacetatlésung im UberschuB versetzt und von der 
entstandenen Fillung abgetrennt. Die Lésung wurde mit Ammo- 
niak schwach phenolphthaleinalkalisch gemacht und nach Bedarf 
weiteres Bleiacetat zur vollstiindigen Ausfiillung der eine Kendall- 
reaktion gebenden Substanzen hinzugefiigt. Nach 20 stiindigem 
Absitzen in der Kilte wurde der Niederschlag abgetrennt, mit 
Schwefelsiure zerlegt und das bleifreie Filtrat mit Baryt von der 
liberschiissigen Schwefelsiiure befreit. Nach Kinengen im Vakuum 
wurde die Bleifiillung wiederholt und wie oben weiter behandelt. 
beim Kinengen der von Schwefelsiure befreiten Liésung im 
Vakuum trat ein farbloser, zum Teil krystalliner Niederschlag 
aul, der abgesaugt wurde. Das Filtrat schied beim Stehen im Kis- 
schrank eine zweite Fraktion aus; eine dritte wurde durch weiteres 
Kinengen gewonnen. Durch Umkrystallisieren aus 70 °/,igem 
Alkohol wurden aus der ersten Fraktion griBere, aus der zweiten 
vermge Mengen Dijodtyrosin gewonnen. Die Mutterlaugen sowie 
(ie dritte Fraktion enthielten Monojodtyrosin. 

Die Mutterlauge der dritten Fraktion enthielt noch reichlich 
organisch gebundenes Jod, wenn auch durch weiteres Kinengen 
keine krystalline Ausscheidung mehr erhalten werden konnte. Sie 
wurde auf zwei verschiedenen Wegen weiter gereinigt: 

Kin Teil der Mutterlauge wurde mit Schwefelsiiure bis zur 
Normalitiit versetzt und mehrmals mit Butylalkohol ausgeschiittelt. 
Hie butylalkoholische Fraktion wurde mit verdiinntem Baryt- 
wasser mehrmals ausgeschiittelt, aus der wiibrigen Fraktion das 
barium mit Schwefelsiure entfernt und die Liésung im Vakuum 
eingedampft. Aus der Ausscheidung wurde durch 1 maliges Um- 
krystallisieren reines Monojodtyrosin gewonnen. 
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Ein anderer Teil der Lésung wurde durch eine mit destilliert: 
Wasser angeschwemmte Siule von Frankonit KL gesaugt; ili 
Reaktion war schwach kongosauer. Hierbei bildete sich 


oberen Rand der Siiule eine schmale dunkelbraune Zone, in der 


die gefiirbten Verunreinigungen zum grobten Teil festgehalter 
wurden. Unter den Bedingungen des beschriebenen Versucl)s 
traten darunter mehrere farblose und schwach gelb gefiir 
Zonen auf; nach Zerschneiden der Siiule wurden die Zonen 
verdiinntem Ammoniak eluiert und aus einer der farblosen Zon: 
krystallines Monojodtyrosin gewonnen. Im Filtrat fand sich an- 
organisches Jod. 

Die Rohausbeute aus 60 Litern vereinigter Mutterlaugen (vo. 
etwa 4kg Jodcasein) mit 200 ¢ Jod betrug 49g; die durch 


Chromatographie gewonnene Menge betrug — auf das Gesamt- 
volumen der Mutterlauge von Fraktion 3 umgerechnet — 3,9 g, 


{ 


die Gesamtausbeute also rund 43 ¢. Hiervon wurden etwa 5 ¢ 
als Dijodtyrosin abgeschieden; rechnet man den Rest als Mono- 
jodtyrosin, so ergibt sich eine Jodausbeute von etwa 22 ¢ Jod 
= 11°), der verarbeiteten Jodmenge”). 

Monojodtyrosin hilt auch iiber P,O, im Vakuum 1 Mol H,0 
hartniickig fest. Beim Trocknen bei héherer Temperatur scheint 
zum Teil Jod zu entweichen; daher wurde der Wassergehalt nach 
Fischer?) bestimmt. 

Analyse: Fir C,H,,O,NJ-H,O Ber. J 39,1 H,O 5,5 
Gef. ,, 39,5 ye 

Da die Stickstoffbestimmung Schwierigkeiten machte, wurde 
die Substanz in alkalischer Lésung katalytisch hydriert; beim 
Neutralisieren der vom Katalysator abfiltrierten Lisung schieden 
sich lange, feine Nadeln aus. 

Analyse: Fir Tyrosin Ber. C 59,6 H 6,1 N 7,7 

Gef. ,, 59,3 » 64 » es 

Jodierung von Monojodtyrosin. 1g Monojodtyrosin wurde in 
55 cem 5°/,igem Ammoniak gelést und nach und nach 6 ccm 
n-Jod—Jodkali-Liésung hinzugefiigt. Die Lésung wurde dann mit 
Schwefelsiure kongosauer gemacht, von einer amorphen braunen 


*) Anmerkung bei der Korrektur. Inzwischen konnten die Ausbeuten 
wesentlich gesteigert werden: Aus einem Jodcasein, das mit 10 g Jod aut 
100 g Casein in ammoniakalischer Lésung bei 0° jodiert worden war und 
3,5°/, Jod enthielt, wurden nach einmaliger Bleifillung 39°, vom Jod als 
nahezu reines Monojodtyrosin abgeschieden. 

'! Fischer, Z. angew. Chem. 1935, 394. 
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\usscheidung abfiltriert und mit Natriumacetat abgestumpft. Als- 
bald schieden sich Krystalle der charakteristischen Wetzsteinform 
aus. Ausbeute 0,98 g = 69°/, d. Th. Zur Analyse wurde aus 
ammoniakalischer Lésung durch Uberschichten mit Essigsiiure 
umkrystallisiert. 

Analyse: — Fiir Dijodtyrosin Ber. J 58,5 Gef. J 56,9. 

Bestimmungsmethoden. Die quantitative Bestimmung der bio- 
logischen Wirksamkeit wurde nach dem Verfahren yon Kreit- 
nieir!) (Gewichtsverlust von Meerschweinchen nach 6 tiigiger Ver- 
itterung des Priiparates) ausgefiihrt. 

Die Jodbestimmung im jodierten Kiweils wurde im allgemeinen 
ach dem Verfahren von Blum und Griitzner’) ausgefiihrt, in 
den jodreichen wirksamen Fraktionen nach Leipert*) und im 
Thyroxin nach Carlus, 


Besprechung der Ergebnisse 

Die in dieser Arbeit mitgeteilten Versuchsergebnisse beweisen, 
dal man aus jodierten Proteinen, die qualitativ dieselbe biologische 
Wirksamkeit besitzen ‘wie SchilddriiseneiweiB, auch die gleiche 
jodhaltige, wirksame Aminosiure — das Thyroxin — nach den- 
selben Verfahren isolieren kann, wie aus dem natiirlichen, wirk- 
samen Jodprotein der Schilddriise. Andererseits liBt sich aus 
schonend jodierten Proteinen, die keine schilddriisenartige Wirk- 
samkeit aufweisen, ebensowenig Thyroxin darstellen, wie etwa aus 
dem unwirksamen natiirlichen Jodeiweib Spongin. Wenn wir mit- 
hin auf Grund der Arbeiten Kendalls und Haringtons zu dem 
SchluB berechtigt sind, daB die biologische Wirksamkeit des 
Schilddriisenproteins auf seinem Gehalt an Thyroxin beruht, so 
iniissen wir fiir die in vitro jodierten wirksamen Proteine den 
vleichen SchluB ziehen. Die nach dem hier beschriebenen Ver- 
‘ahren hergestellten, schilddriisenartig wirksamen Jodproteine ent- 
alten also Thyroxin als Baustein, und dieses Thyroxin ist im 
Verlauf der Jodierung gebildet worden. 

Unter den Aminosiuren, aus denen das Proteinmolekiil auf- 
vebaut ist, kommt als Ausgangssubstanz fiir die Bildung des Thyroxins 


J J 
mee — -CO 

Hol of \‘—CH,—CH 
Sad me —~NH 


') Z. exper. Med. 61, 202 (1928). 
“) Diese Z. 85, 439 (1912); 91, 392 (1914). 
) Biochem. Z. 261, 487 (1933); 270, 448 (1934). 
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nur das Tyrosin 
id 
—CH,—GH 
/ ~NH 
| 


in Frage. Dieses wird bei Jodzugabe vermutlich zuniichst in) 
Kern in ortho-Stellung zum Hydroxylsauerstoff substituiert.  |'s 
ist bekannt, daB Halogenierungen von Phenolen momentan yer- 
laufen. Wir konnten aus Jodproteinen, die nach den verschieden- 
sten Verfahren hergestellt waren, Dijodtyrosin isolieren, gleich- 
giiltig, ob daneben wirksame Produkte gewonnen werden konnten 
oder nicht. Wir konnten ferner aus unvollstiindig jodierten Proteinen 
sogar die Vorstufe des Dijodtyrosins, das Monojodtyrosin, dar- 
stellen, das bei der Jodierung von T'yrosin nicht faBbar ist. Als 
weiteren Beweis fiir eine primire Kernsubstitution kénnen wir 
die T'atsache, daB iiberhaupt das in beiden Kernen _jodierte 
Thyroxin entsteht, anfiihren. Wiirde die Bildung des Diphenyl- 
ithers vor der Substitution erfolgen, so kénnte das Jod nur in 
den zweiten Kern eintreten, da erfahrungsgemiB der erste Kern — 
am Athersauerstoff — kein Jod aufnimmt. 

Bei schonender Jodierung in der Kilte in alkalischer baw. 
ammoniakalischer Lisung oder in schwach saurer Lésung findet 
nur Substitution statt: schilddriisenwirksame Substanz ist aus so 
hergestellten Jodproteinen nicht zu gewinnen. Wird aber die 
Jodierung bei erhéhter Temperatur durchgefiihrt, so treten oxy- 
dative Reaktionen hinzu, die unter anderem zur Vereinigung 
zweier Kerne durch Atherbildung unter Abspaltung einer Seiten- 
kette fiihren. Uber den Mechanismus dieser Reaktion besitzen 
wir zur Zeit noch keine experimentellen Unterlagen; wir méchten 
es daher auch vermeiden, Vermutungen zu iuBern, die sich bis 
jetzt nur auf Analogieschliisse stiitzen kénnen”*). 

Gibt man in der Wiirme einen Uberschu8B von Jod zu, so 
gehen die oxydativen Reaktionen in unerwiinschter Richtung weiter, 
man erhilt Jodproteine von geringer Kigenwirksamkeit (zum ‘Teil 


Hol 


*) Anmerkung. In diesem Zusammenhang soll darauf hingewiese1 
werden, daB es méglich ist, auch aus Dijodtyrosin eine Substanz mit echter 
Schilddriisenwirksamkeit zu gewinnen. Wird Dijodtyrosin in 1 Aquivalent 
0,1 n-Natronlauge aufgelést und bei 37° mehrere Tage aufbewahrt, s0 
fillt beim Ansiuern auf py, 5 eine dunkle amorphe Substanz in Mengen 
von 5—15°, des eingesetzten Dijodtyrosins aus, die bei einem Jodgehalt 
von etwa 50°, eine Wirksamkeit von 1090—3000 MsE/g sowohl im 
Kreitmeir-Test, wie im Grundumsatzversuch aufweist. 
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beruht dies auf ihrer Unangreifbarkeit fiir die Verdauungsfermente), 
und die Ausbeute an wirksamer Substanz geht zuriick. 

Ks ist bemerkenswert, daB die Thyroxinbildung aus KiweiB 
bei physiologischer Temperatur und physiologischem p,, ihr Opti- 
mum hat. Vielleicht geht die Thyroxinbildung in der Schild- 
driise nach einem &hnlichen Mechanismus vor sich. Man hitte 
dann ein weiteres Beispiel dafiir, daB der Organismus Reaktionen 
selektiv bevorzugen kann, die in vitro nur neben anderen un- 
erwiinschten Vorgingen stattfinden. Die Uberlegenheit des leben- 
den Organs wird deutlich, wenn man SchilddriiseneiweiB und 
hochwirksames JodeiweiB vergleicht. Wihrend ein gereinigtes 
Thyreoglobulin mit einem Wirkungswert von 800 MsE/g nur 
0,8°/, Jod enthalt, hat ein Jodcasein mit etwa 300 MsH/g fast 
den 10 fachen Jodgehalt. Wihrend man aus Thyreoglobulin 
30—50°/, seines Jodes als Thyroxin isolieren kann, sind im 
Durchschnitt 13°/, vom Jod des Jodcaseins in der wirksamen 
Fraktion zu gewinnen, und nur ein Teil davon liegt als Thyroxin- 
jod vor. 

Zusammenfassung 


1. Die Darstellung eines Jodproteins mit hoher Schilddriisen- 
wirkung wird beschrieben. 

2. Es wird gezeigt, da&B man aus einem solchen Jodeiweib 
nach alkalischer Hydrolyse eine jodreiche, wirksame Fraktion ab- 
trennen kann, aus der sich Thyroxin in reiner krystalliner Form 
gewinnen 14Bt. 

3. Das Thyroxin wurde durch seinen Jod- und Stickstoff- 
gehalt, seinen Schmelzpunkt, sein Absorptionsspektrum sowie durch 
die Kigenschaften des jodfreien Hydrierungsproduktes mit synthe- 
tischem Thyroxin identifiziert. 

4, Aus den Mutterlaugen der wirksamen Fraktion wurde neben 
Dijodtyrosin das bisher unbekannte Monojodtyrosin isoliert. Es 
labt sich durch katalytische Hydrierung in Tyrosin, durch Jodie- 
rung in Dijodtyrosin umwandeln. 

5. Zur Reindarstellung des Monojodtyrosin aus vorgereinigter 
Lésung lieB sich mit Erfolg die chromatographische Adsorption 
verwenden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVIII. 








Nicotinséureamid und Cozymase 
in normalen und in avitaminotischen Ratten 
Von 


Hans y. Euler, Fritz Schlenk, Lottie Melzer und Bertil Hégberg 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Februar 1939) 


Unter den Wirkstoffen (Ergonen) des Tierkérpers stehen (ie 
Codehydrasen an Bedeutung und Verbreitung an erster Stelle. 
Gerade bei diesen ist das Problem der Bildung im Tierkérper 
am vordringlichsten. Fiitterungsversuche [Elvehjem und Mit- 
arbeiter!), Lepkovsky’”) u.a.] sowie klinische Erfahrungen (Smith, 
Ruffin und Smith’), Fouts, Helmer, Lepkovsky undJukes%), 
Harris und Hassan‘), Spies und Mitarbeiter’), Kiihnau’)], 
haben sichergestellt, da8B Nicotinsiureamid zentrale Stoffwechsel- 
reaktionen wesentlich beeinfluBt, und daB dessen Zufuhbr fiir 
gewisse Teilvorginge des Stofiwechsels unentbehrlich ist. Dies 
deutet darauf hin, daB der Tierkérper — oder genauer der Kérper 
derjenigen Tiere, bei welchen die Wirkungen der Nicotinsiureamid- 
Zusiitze zur Nahrung beobachtet wurden, — diesen Stoff nicht 
selbst synthetisieren kénnen. Da der Nicotinsiureamidbedarf der 
Ratten von manchen Autoren in Zweifel gezogen war”), erschien 
es von Bedeutung, diese Frage erneut nachzupriifen, da eine 
Ersetzbarkeit des Nicotinsiureamids, welches zum Aufbau der 
Codehydrasen dient, auf einen prinzipiell neuartigen Mechanismus 
des Kohlenhydratabbaues hindeuten wiirde. 





1) Elvehjem u. Mitarb., J. Amer. Chem. Soc. 59, 1767 (1937). 

%) Lepkovsky, Science 87, 169 (1938); J. of Biol. Chem. 124, 129 (193s). 

8) Smith, Ruffin u. Smith, J. Amer. Chem. Soc. 109, 2054 (1937). 

‘) Fouts, Helmer, Lepkovsky u. Jukes, Proc. Soc. exper. Biol. 
a. Med. (Am.) 37, 405 (1937). 

5) Harris u. Hassan, Lancet 235, 1467 (1937). 

6) Spies, Grant, Zschiesche, Cooper a. Blankenhorn, Lancet 


234, 252 (1937). 
7) Kiihnau, Verh. dtsch. Ges. inn. Med., 50. KongreB (Wiesbaden) 1935. 


7») Chick, Macrae, Martin u. Martin, Biochemie. J. 32, 2207 (1938). 
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Die Entstehung und das Gleichgewicht der Codehydrasen im 
Rattenkérper muB abhingig von der Zufuhr des Nicotinsiure- 
amids sein. 

Bei friiheren Versuchen aus diesem Institut*) konnte die 
Menge der Cozymase per Gramm Organ durch iiuBere LHinfliisse 
nur in recht engen Grenzen veriindert werden. Andererseits fanden 
wir, daB Cozymase die tibrigen B-Faktoren in der Nahrung von 
Ratten erginzte®). 

Die Kenntnis des Gleichgewichtes, das zwischen Cozymase 
und ihren Komponenten in verschiedenen Organen statthat, scheint 
uns deswegen von allgemeinerer Bedeutung. Unter den Kom- 
ponenten sind ja Adenylsiure und Adenosindiphosphorsiure selbst 
Wirkstoffe (Co-Enzyme); tiber die Rolle des Nicotinsiiureamid- 
Nucleotides und des zugehérigen Apo-EKnzymes sind hier Unter- 
suchungen im Gang. 

Wihrend die Abhingigkeit der Cozymasebildung von der 
Nicotinsiureamid-Zufuhr bisher noch nicht untersucht worden war, 
liegen einige Angaben iiber das Vorkommen von freiem Nicotin- 
siiureamid im Tierkérper vor, denen jedoch gewisse Mingel an- 
haften; denn in erster Linie wurde nicht darauf Riicksicht ge- 
nommen, daB das Nicotinsiureamid aus den Codehydrasen sehr 
leicht abgespalten wird, weshalb in den meisten Fiillen, in denen 
iiber das Vorkommen von Nicotinsiureamid berichtet worden ist, 
ein erheblicher Teil desselben beim Aufarbeitungsgang durch 
Zerfall der Codehydrasen entstanden sein diirfte. 

Wir haben eine neue Extraktionsmethode und Aufarbeitung 
angewendet, bei der diese Mangel weitgehend vermieden sind. 

Durch frithere Arbeiten dieses Institutes®}°) sind die experi- 
mentellen Voraussetzungen zur Cozymaseextraktion geschaffen 
worden, mit einer Genauigkeit, die eine nennenswerte Steigerung 
oder Verminderung derselben im Organismus der mit Nicotinsiure- 
amid gefiitterten bzw. der avitaminotischen Ratten erkennen laBt. 

Um ein Urteil itiber die eventuelle Speicherung des Nicotin- 
siureamids im Rattenkérper abgeben zu kénnen, war es not- 
wendig, erstens die drei bisher bekannten Bestimmungsmethoden 


- 


*) v. Euler, Heiwinkel, Malmberg, Robeznieks u. Schlenk, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12A, Nr. 25 (1938). 

*) v. Euler, Malmberg, Robeznieks u. Schlenk, Naturw. 26, 
45 (1938), 

) v. Euler, Schlenk, Heiwinkel u. Higberg, Diese Z. 256, 
208 (1938). 


15* 





914 H. vy. Euler, F. Schlenk, L. Melzer und B. Hégberg, 


fiir Nicotinsiureamid auf ihre Anwendbarkeit fiir dieses Problem 
zu priifen und ihre Leistungsfihigkeit zu vergleichen, zweitens 
eine Extraktionsmethodik zu benutzen, die mit einiger Sicherheit 
nur das freie Nicotinséureamid (bzw. Nicotinsiure) erfaBt, dic 
Codehydrasen dagegen intakt libt. | 

Unsere Experimente (vgl. Tabelle) zeigen, daB der Cozymase- 
gehalt unabhingig von der Vorbehandlung der Tiere 
mit Nicotinsaiureamid sich innerhalb der Grenzen hilt, die 
durch die individuellen Unterschiede zwischen den einzelnen Tieren 
und durch die Versuchsmethodik gegeben sind. Das gleiche gilt 
fiir den Gehalt an Nicotinséureamid der Ratten, die auBer normaler 
gemischter Kost reichlich Nicotinsiureamid bekommen hatten, 
eine EKrhéhung der Menge des freien Nicotinsiureamids 
wurde nicht festgestellt (Exp. 1—11). 

B-Vitamin-frei ernihrte Ratten in einem vorgeschrittenen 
Stadium der Avitaminose enthalten dagegen deutlich weniger 
Cozymase und Nicotinsiureamid als Normalratten (Exp. 12—17), 
Dieser Befund ist nicht etwa auf den allgemein B-avitaminotischen 
Zustand der Ratten zuriickzufiihren, sondern es handelt sich um 
eine spezifische Nicotinsiureamidwirkung. Denn auch die Experi- 
mente an Ratten, die Aneurin, Lactoflavin und Filtratkomplex 
erhalten hatten, ergaben herabgesetzten bzw. normalen Gehalt an 
Nicotinsiureamid und Cozymase, je nachdem, ob Nicotinsdureamid 
neben den genannten B-Vitaminfaktoren verabreicht wurde oder 
nicht (Exp. 19 und 20). 

Die hier mitgeteilten Experimente beweisen ferner, daB das 
verabreichte Nicotinsiureamid im Rattenkérper zum Aufbau yon 
Cozymase verwendet wird. 

Mit einer anderen Versuchsmethodik wird hier der friihere 
Befund®) bestitigt, daB Nicotinsiureamid fiir den Rattenkorper 
eine unentbehrliche Verbindung von Vitamincharakter ist. 

Die Wiederholung des kurativen Experimentes mit Cozymase’) 
hat uns langere Zeit Schwierigkeiten bereitet, da es uns nicht 
gelang, einen entsprechenden Filtratkomplex erneut herzustellen "’). 
Durch Kombination zweier verschiedener ,,Filtrate“ (Fullererde- 


behandlung, Butanolextraktion) gelang uns neuerdings die Repro- 
duzierung der friiheren Befunde. Kine ausfiihrliche Mitteilung folgt. 


1) y. Euler, Malmberg u. Schlenk, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 
ISA, 10 (1938). 
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Experimentelle Angaben 

a) Tiermaterial. Die verwendeten Normalratten ware 
etwa 6 Wochen alt und hatten durchschnittlich ein Gewicht von 
100—140 g. Das genaue Gewicht geht aus den Tabellen hervor. 
Vor Beginn der Versuche bekamen sie eine gemischte Kost, zum 
Versuch erhielten sie auBerdem mehrere Tage lang (vgl. Tabelle) 
2 mg Nicotinsiiureamid, gelést in Wasser. Die in der Tabelle als 
B-avitaminotisch bezeichneten Ratten waren lingere Zeit mit 
unserer normalen, B-freien Grundkost ernihrt worden. Sie wiesen 
schwere Mangelsymptome auf und wurden kurz vor dem zu er- 
wartenden Avitaminosetod verarbeitet, denn erst im Endstadium 
der Avitaminose kann das charakteristische Absinken des Cozymase- 
und Nicotinsiureamidgehaltes beobachtet werden. 

Schlachten und Bearbeiten erfolgte stets morgens an einem 
Tag, an dem die Tiere noch kein Nicotinsiiureamid erhalten hatten. 
Da zur Nicotinsiureamidbestimmung eine gréBere Menge Material 
notwendig ist als zur Cozymasebestimmung, wurde meist der 
ganze Rattenkérper verarbeitet. Magen und Darm wurden sorg- 
filtig entfernt, das Fell abgezogen, die Pfoten abgeschnitten und 
mit einem geringen Teil des in der Fleischhackmaschine zer- 
kleinerten Rattenkérpers die Cozymase-Heibwasserextraktion vor- 
genommen, mit der Hauptmenge die Acetonextraktion des Nicotin- 
siureamids. Besondere Riicksicht wurde auf die Beobachtung 
von Kuler und Mitarbeitern!!") genommen, wonach sehr rasch nach 
dem ‘lode der Versuchstiere die Cozymase zerstért wird, wablr- 
scheinlich unter Abspaltung von Nicotinsiureamid. Zwischen 
Tétung des Tieres und Eintragen des zerkleinerten Materiales in 
Wasser bzw. Aceton verstrichen nicht mehr als héchstens 10 Minuten. 

b) Extraktion der Cozymase. Die Extraktion wurde nach 
dem von uns ausgearbeiteten Verfahren!) vorgenommen: LKin- 
tragen in kochendes Wasser, 1—3 Minuten langes Erhitzen aut 
80—100°, rasches Abkiihlen und Dekantieren des Extraktes und 
erneute Wasserextraktion des Riickstandes bei Zimmertemperatur 
(2 Stunden Schiitteln auf der Schiittelmaschine). Garung der ver- 
einigten Lésungen am gleichen Tag, was wichtig ist, da offenbar 
nicht alle Enzyme, die die Cozymase inaktivieren, bei dieser 
Behandlung zerstért werden. Vergleichsgiirung mit bekannter Menge 
reiner Cozymase. 

1b) vy, Euler u. Myrbick, Diese Z. 177, 237 (1928); v. Euler u. 
Giinther, Ebenda 243, 1 (1936); v. Euler, Heiwinkel u. Schlenk, 
Ebenda 247, IV (1937). 
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c) Extraktion des Nicotinsiureamids. Da bei HeiBb- 
wasserextraktion von Nicotinsiureamid besonders die Gefahr vor- 
liegt, daB ein Teil des Nicotinsiureamids aus der Cozymase 
abgespalten wird, wurde ein neues Verfahren eingefiihrt. Das 
moglichst fein zerkleinerte Rattenfleisch wurde sofort in mindestens 
die 10fache Menge absolutes Aceton eingetragen und in ge- 
schlossener Flasche 2 Stunden geschiittelt, dann das Aceton durch 
eine geringere Menge von neuem Aceton ersetzt und wieder 2 Stunden 
geschiittelt. Das Aceton blockiert die Wirkung der Cozymase- 
spaltenden Enzyme, die Cozymase ist darin unléslich, Nicotin- 
siureamid dagegen, das in Aceton sehr leicht léslich ist, wird 
extrahiert. (Durch einen Versuch, in dem wir eine gréBere Menge 
Cozymase zu Rattenfleisch zusetzten, iiberzeugten wir uns, dab 
bei dieser Arbeitsweise kein Nicotinsiiureamid aus Cozymase ab- 
gespalten wird.) Die vereinigten Acetonextrakte werden im Vakuum 
eingedunstet, der Riickstand mit Wasser aufgenommen, vom Fett 
durch mehrfaches Ausschiitteln mit Ather befreit und das Nicotin- 
siureamid aus der wiBrigen Lésung im Fliissigkeitsextraktions- 
apparat durch 6 stiindiges Extrahieren mit Butylalkohol extrahiert. 
Der Butylalkoholextrakt wird im Vakuum zur Trockne ver- 
dampft, der Riickstand mit Wasser aufgenommen (mehrfaches 
Auskochen, Entfernen von Schmieren durch Filtration) und auf 
bestimmtes Volumen aufgefillt. Die so erhaltenen Loésungen 
wurden zur Nicotinsiureamid-Bestimmung nach einer der folgen- 
den Methoden verwendet. 


Bestimmung des Nicotinsiureamids 

Da die zu bestimmenden Nicotinsiureamidmengen klein waren, 
eignete sich die friiher angegebene5) Bestimmungsmethode weniger 
cut. Wir verwendeten hauptsiichlich 2 Methoden: 

Methode von Strafford, Parry und Jones?*). Prinzip: 
Nicotinsiureamid wird durch BrCN gespalten, das entstandene 
Spaltprodukt mit Anilin gekuppelt, der entstandene gelbgriine 
Farbstoff mit Butylalkohol ausgeschiittelt und im Stufenphoto- 
meter mit bekannten Proben verglichen. Die Verwendung von 
Butylalkohol statt Amylalkohol empfiehlt sich, da die Amyl- 
alkohole des Handels (auch purissimum pro analysi) bisweilen 
sehr viel Pyridin enthalten, das die Farbreaktion in hohem MaBe 
gibt und deshalb stért. Mengen von 0,1—1,0 mg Nicotinsiare- 
amid kénnen bestimmt werden. Nicotinsiiure und Nicotinsaéure- 





) Analyst 58, 380 (1933). 
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amid verhalten sich hinsichtlich Intensitit und Absorptions- 
maximum der bei der Reaktion gebildeten Farbe nicht vdlliz 
gleich, was die Genauigkeit etwas beeintrichtigt. Bei jeder Ver- 
suchsserie mu8 man Kontrollversuche mit bekannten Nicotin- 
siureamidmengen heranziehen, da die Reaktion sehr von Tem- 
peratur, p,, Art der BrCN-Lésung usw. abhangt. Salze und 
Begleitstoffe stéren, weshalb eine Butylalkoholextraktion des Roh- 
saftes unumginglich ist. Ist der Butylalkohol, mit dem am SchluB der 
Farbstofi ausgeschiittelt wird, getriibt,s0 muB gegen eine Blindprobe 
(zu untersuchende Lésung, Anilinwasser und Butylalkohol, aber 
kein BrCN) gemessen werden. Reagentien und Ausfiihrung vgl.}°). 

Methode von Vilter, Spies und Mathews}%), sowie von 
Karrer und Keller’); Das zu untersuchende Produkt wird 
nach den Angaben von Vilter und Mitarbeitern mit 2,4-Dinitro- 
chlorbenzol verschmolzen und die Schmelze mit Alkohol aus- 
gezogen. Das entstandene alkohollésliche Anlagerungsprodukt gibt 
mit Alkali eine rote Farbe, die im Stufenphotometer gemessen 
wird. Auswertung mit Hilfe einer Kichkurve. In der von den 
oben genannten Autoren angegebenen Form ist das Verfahren 
meist nicht durchfiihrbar, da die Begleitstoffe das Entstehen der 
Schmelze verhindern. Vorbedingung fiir das Gelingen ist die 
Extraktion des Nicotinsiureamids mittels Butylalkohol aus der 
zu untersuchenden Rohlésung. Nur geringe Mengen von Nicotin- 
siureamid sind notwendig (0,05—0,5 mg). Die Farbe des Reak- 
tionsproduktes von Nicotinsiureamid ist nicht allzu verschieden 
von der aus Nicotinséure entstehenden. Die gelbe Fiarbung, ver- 
ursacht durch Begleitstoffe, stért weniger als bei der BrCN- 
Methode, da die hier entstehende Farbe rot ist. Das Gelingen 
der Probe ist abhiingig vom Verlauf der Schmelze mit Chlor- 
dinitrobenzol. Eventuell muB gegen eine Blindprobe (Schmelze 
mit der zu untersuchenden Substanz, Auflésen in Alkohol, aber 
kein Zusatz von Alkali) gemessen werden. Wir wiahlten fiir unsere 
Versuche die Reaktionsbedingungen nach Vilter, Spies und 
Mathews?%), 

Zusammenfassung 

Die Bedeutung des Nicotinsiureamids als Zuwachsfaktor fir 
den Rattenkérper wird durch Bestimmung von Cozymase und 
freiem Nicotinsiureamid im Kérper normaler und avitaminotischer 
Ratten dargetan. 


12) J. of Biol. Chem. 125, 85 (1938). 
4) Helvet. chim. Acta 21, 463, 1170 (1938). 

















Die Bestimmung von Vitamin B, mittels Hefe-Test 
Von 
Kurt Heyns 
(Aus der Forschungsabteilung der Chemischen Fabrik E. Merck, Darmstadt) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Februar 1939) 


Fiir die Klarung zahlreicher stoffwechselphysiologischer und 
biologischer Fragen der Vitaminforschung bildet die Ausarbeitung 
und Beherrschung zuverlissiger, einfacher ‘estmethoden eine 
Grundbedingung. Zur Bestimmung des Vitamins B, sind (neben 
den zwar genauen, aber umstindlicheren und fiir Reihenversuche 
zu komplizierten Tierversuchen) mehrere Verfahren vorgeschlagen 
worden, die auf verschiedenen Grundlagen beruhen. Das zuerst 
von Jansen?) vorgeschlagene Verfahren der Uberfiihrung des 
Aneurins in das Thiochrom mittels chemischer Methoden und 
dessen fluorometrischer Bestimmung in Butanolausziigen ist von 
zahlreichen Autoren seitdem in der Ausfiihrung vereinfacht und 
mit bestem Erfolg angewendet worden?—"). Dieses Verfahren war 
zunichst nur fiir die quantitative Bestimmung von freiem Aneurin 
geeignet, und nicht ohne weiteres zur Erfassung des in biolo- 
gischem Material gleichzeitig oder iiberwiegend vorkommenden 
Aneurinpyrophosphats, der Cocarboxylase, zu verwenden. Diese 
Kinschrankung der Anwendungsméglichkeit der Thiochrommethode 
ist neuerdings durch die Abianderung des Verfahrens nach 
Westenbrink und Goudsmit'), sowie Hennessy und Cerecedo”) 
beseitigt worden. 

Kine aihnlich umfangreiche Bearbeitung seitens zahlreicher 
Autoren hat ein biologischer Wachstumstest, der Phycomyces- 
Test, erfahren. Das Verfahren geht zuriick auf altere Beobach- 
tungen von Schopfer und Mitarbeitern, nach denen sich gewisse 
Pilze (z. B. Phycomyces Blakesleeanus) in kiinstlichen Nahrmedien 
nur in Gegenwart eines Wachstumsfaktors entwickeln, der sich 
spiter mit dem Aneurin identifizieren lieB}°). Auch dieses Ver- 
fahren ist in der Ausfiihrungsform weiterentwickelt und ver- 
einfacht worden!!), In einer neueren Arbeit von Sinclair‘) ist 
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jedoch darauf hingewiesen worden, daB der Phycomyces-Test ei 
der Anwendung auf Blut offenbar keine fiir Aneurin spezifischen 
Ergebnisse liefert. Es hat sich dann herausgestellt, daB auch 
andere Pilze das Aneurin als Wachstumsfaktor bendétigen, so 
z. B. Polytoma?’), Mucor!4), Phytophthora und Strigomonas?, 
Fomes !°), Polysporus !"), Ustilago-Arten '§), Parasitella und Absidia 
und zahlreiche andere?°). 


In einer Reihe weiterer Arbeiten ist man dann der nahe- 
liegenden Frage nachgegangen, den Grad der Spezifitit der 
Aneurinwirkung auf diese Wachstumsvorginge zu untersuchen. 
So ist in zahlreichen Untersuchungen festgestellt worden, dat 
Thiazol- und Pyrimidinkomponenten in verschiedenen Fiillen das 
Aneurin ersetzen kénnen; in manchen Fallen jedach geniigt schon 
die Gegenwart einer der beiden Verbindungen. Ferner ist der 
Einflu8 der Art der Substitution am Pyrimidin- und Thiazolring 
untersucht worden?!), Auch bei verschiedenen Bakterien scheint 
das Aneurin als Wachstumssubstanz notwendig zu sein®’), In 
anderen Fillen wiederum vermégen Bakterien Aneurin selbst 
aufzubauen 7°), 


Neben dem chemischen ,,Thiochrom-Test“ und dem Test 
auf der Grundlage des Pilzwachstums (,,Phycomyces-Test“) eignet 
sich nun auch der von Schultz, Atkin und Frey‘) beschriebene 
Hefegirtest recht gut fiir die Durchfiihrung der Reihenunter- 
suchungen?*) und fiir den Nachweis von Substanzen, die die 
Hefegiirung beeinflussen®). Uber die Erfahrungen mit dem 
,Hefe-Test“ wie er mit einigen Abinderungen in der Forschungs- 
abteilung der Chemischen Fabrik E. Merck in Darmstadt durch- 
gefiihrt wird, und seine Anwendung, soll hier berichtet werden. 


Die fiir die Durchfithrung des Hefe-Testes verwendete Apparatur 
besteht aus folgenden Teilen: 6 ReaktionsgefiBbe (Weithalsflaschen zu je 
200 cem Inhalt) sind in schriger Stellung auf einer Schiittelvorrichtung 
(80 Bewegungen/Minute) angebracht, die in einen Wasserthermostaten ein- 
gebaut ist; die Temperatur wird auf 30° gehalten. Die Flaschen miissen 
von der Fliissigkeit wihrend des Schiittelns gut bedeckt sein. Jede Flasche 
ist mit einem 2fach durchbohrten Gummistopfen versehen, durch dessen 
eine Bohrung ein kurzes, auBen rechtwinklig abgebogenes und mit einem 
Hahn versehenes Glasrohr fiihrt, wihrend die andere Bohrung des Gummi- 
stopfens zur Einfiihrung eines gleichfalls nur wenige Millimeter in das 
GefiB hineinragenden Glasrohres dient. Von diesem Glasrohr aus wird 
eine Verbindung zu je einer graduierten Gasbiirette von 1 Liter Inhalt 
(Durchmesser etwa 4cm, Linge 115—120 cm) hergestellt. Die obere 
Offnung der Biirette ist mit einem doppelt durchbohrten Gummistopfen 
verschlossen; durch die eine Bohrung tritt die in den ReaktionsgefiBen 
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entwickelte und mittels Gummischlauchs herangefiihrte Kohlensiiure durch 
ein kurzes Glasrohr ein. Die andere Bohrung ist durch ein kurzes Glasrohr 
mit Hahn wihrend des Versuches abschlieBbar. An der unteren Seite der 
Biirette tritt die Absperrtliissigkeit (zur besseren Sichtbarmachung mit Di- 
nitrophenol gelb gefirbt) aus dem NiveaugefiB durch eine hinreichend 
lange Schlauchverbindung ein. Durch eine Schicht von Paraffinél auf der 
Oberfliche der Absperrfliissigkeit in der Biirette wird es erméglicht, ohne 
den Fehler einer Auflésung von Kohlendioxyd in der wiiBrigen Fliissigkeit 
zu arbeiten, 


Als Giirsubstrat werden pro ReaktionsgefiB 15 cem einer Puiter- 
jisung A [50 g NH,H,PO, und 30 g (NH,),HPO, auf 1000 cem]} und 25 cem 
einer Nihr- und Salzlésung B (350 g Glucose, 20 g KH,PO,, 5 g CaCl, +2 H,O, 
10 g MgSO,-7 H,O, 5mg MnSO, und 5 mg FeCl, auf 1000 ccm) einpipettiert. 
Darauf werden 10 g abgepreBte Hefe in 200 cem Wasser fein verteilt und 
bereitgestellt; da jedes GefiB 1g Hefe erhalten soll, miissen je 20 ccm 
dieser Suspension zugesetzt werden. Da das Gesamtvolumen der Girlésung 
100 cem betragen soll, bleibt ein Volumen von 40 cem fiir die zu _ unter- 
suchende Substanz, oder den zu priifenden Extrakt, Gewebebrei, Kochsaft 
oder dgl. zur Verfiigung. Nachdem alle Lésungen bis auf die Hefe- 
suspension eingefillt worden sind (= 80 cem Volumen), werden die Stopfen 
anfgesetzt; anschlieBend wird die Luft iiber den Giirlésungen, den Ver- 
hindungsleitungen zur Biirette, und der Absperrfliissigkeit in der Biirette 
durch Kinleiten von Kohlensiure aus der Bombe bei geéffneten Hihnen 
an GiirgefiiBen und Biiretten verdriingt. Daraufhin erfolgt der Zusatz der 
Hefesuspension, Ingangsetzung des Schiittelwerkes und Ablesung des An- 
fangsvolumens nach einigen Minuten, nach jeweiligem Druckausgleich 
mittels des NiveaugefiBes. Es geniigt, wenn alle Stunde eine Ablesung 
des Gasstandes erfolgt. Die besten Ergebnisse wurden bei 6stiindiger Ge- 
samtdauer der Girung erhalten. Bei den Priifungen liuft das GefiB I 
normalerweise als Nullwertgirung mit 15 ccm der Lésung A, 25 ccm der 
Lisung B, 20 cem Hefesuspension und 40 ccm Wasser. Die in den anderen 
GefiBen durch den Aneuringehalt von Zusiitzen gegeniiber diesem Nullwert 
erzielte Beschleunigung der Giirung wird durch die Anzahl Kubikzentimeter 
Kohlensiiure ausgedriickt, die itiber den Normalwert hinaus abgelesen 
werden. Eine Aktivierung des Vorganges erscheint daher mit positivem 
Vorzeichen, wiihrend eine Hemmung durch ein negatives Vorzeichen er- 
kenntlich sein wiirde. Der Aneuringehalt einer unbekannten Lésung kann 
dann beispielsweise in der Weise ermittelt werden, dab man im GefiB | 
den Nullwert, im Gefi8 II die zu priifende Substanz, und in den Ge- 
fiBen ILI—VI steigende Mengen Aneurin (z. B. 1, 5, 10, 25 y) einsetzt, 
und feststellt, welchem Aneurinzuwachswert der Zuwachs in II entspricht. 
Falls erforderlich, erméglicht ein weiterer Ansatz dann eine sehr genaue 
Differenzierung des Aneuringehaltes der zu priifenden Substanz durch An- 
wendung einer engeren Aneurinskala in den GefiBen III—VI. 


Der Hefe-Test unterscheidet sich grundsiitzlich von den oben 
genannten biologischen Verfahren dadurch, da8 (wie aus der Be- 
schreibung der Apparatur bereits ersichtlich ist) nicht das Wachs- 
tum als MaB fiir die Aneurinwirkung herangezogen wird, sondern 
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die am Volumen des gebildeten Kohlendioxyds gemessene Girung. 
Verfolgt man die Kohlensiureentwicklung in gepufferten Glucose- 
lésungen durch Hefe unter anaeroben Verhiltnissen (CO,-At- 
mosphire), so bleibt die Girung mehrere Stunden hindurch fast 
konstant. Durch Zusitze von Pflanzen- oder Organextrakten, 
sowie durch Aneurinlésungen laBt sich eine Steigerung gegeniiber 
diesem normalen Girungsablauf erzielen. Diese Zunahme der 
Girung kann das Ergebnis einer tatsichlichen Steigerung des 
Stoffwechsels der Hefe sein, oder auf Wachstum beruhen. 
Williams?) hat Versuche durchgefiihrt, die tatsichlich eine 
starke Beeinflussung des Hefewachstums bei Zusatz von Aneurin 
erkennen lassen; itiber 4hnliche Feststellungen wird auch an 
anderen Stellen berichtet?’) Es wurde versucht, diese Frage 
durch Wigung der Hefe nach der normalen Durchfiihrung eines 
Aktivierungsversuches mit steigenden Aneurinmengen zu _ kliren. 
Hierbei zeigte sich jedoch, daB die erzielbare Genauigkeit fiir 
hinreichend exakte Angaben nicht ausreichte (Tab. I). 


Tabelle I 


(Betriebs-PreBhefe, 3 Stunden Versuchsdauer, Hefe abgesaugt, gewaschen, 
bei 110° 5 Stunden getrocknet) 








I II III IV V VI 


























Nullwert] 1y B, | 2y B, | 57 B, |107 B, [507 B, 
ecm CO,-Zuwachs — + 19 + 31 + 61 + 82 | + 119 
mg Hefe-Trocken- 
gewicht. .... 0,378 | 0,374 | 0,391 | 0,397 | 0,381 | 0,400 


Bessere Ergebnisse wurden bei Auszihlung der Anzahl Hefe- 
zellen in Kubikzentimetern mittels der Thomaschen Kammer 
erhalten. Aus jedem GefaB wurde sofort nach Zusatz der Hefe- 
suspension und Durchmischung 1 ccm des Gemisches zur Zahlung 
entnommen, und mit 9 ccm n/10-Schwefelsiure verdiinnt (zur 
Verhinderung einer Girung). Eine gleiche Probenentnahme und 
Auszihlung erfolgte nach 4stiindiger Versuchsdauer unter gleichen 
Bedingungen wie vor der Garung. Die GirgefiBe IV, V und VI 
enthielten die Substrate der oben angegebenen Zusammensetzung 
mit 0,1 bzw. 10 y Aneurin-Zusatz; die GargefaBe I, Il und I] 
wurden mit je 15 ccm einer Lésung A versehen, die in 1000 ccm 
auBer 60 g NH,H,PO, und 25 g (NH,),HPO, noch 67 mg Nicotin- 
siure enthielt?’), sowie mit je 15 ccm der Lésung B von 
der Zusammensetzung 250 Dextrose, 3 g KH,PO,, 1,4g KCI, 
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ng. 0,5 g CaCl,-2 H,O, 0,5 g MgSO,-7 H,O, 5 mg FeCl, und 5 mg MnSO, 
8e- in 1000 com Wasser. Es erfolgte auch hier ein Zusatz von 
At- 0,1 baw. 10 7 B,. 
val Tabelle II 
en, —_________—— — —————_____— — 
er ee I II Iil IV V Vi 
ass yB,, + oder — Nicotinsdure| 4 n 1+ 10 + i, a 10 — 
les ccm CO,, entw. nach 2 Stdn.| 168 183 228 151 160 195 
on. ‘ eR 263 289 371 236 258 313 
ne . — we 358 399 536 328 367 490 
ein ccm CO,-Zuwachs n. 2 Stdn.| — +15 | +60 —_ +9 | + 44 
. es +26 | +108 oa +22 [+ 77 
an “ - ~ _ +42 | +178 — +39 | +162 
ve prozent. CO,-Zuwachs n. 4 ,, — = |+11,7°/,]+49,79/)) — +11,9°/,| +49,4°/, 
Al Hefezellen in cem vorher |162-10°|163-10° | 167-10° | 162-10°|162-10° |165-10° 
es e » x nachher |169-10%|169+-10*]168-10°] 168. 10° |172-10°]178- 10° 
nh. 
ur Aus der Tab. II ist ersichtlich, daB in allen Fillen eine 


schwache Vermehrung der Hefe stattfindet, also auch bei den 
Ansitzen I und IV ohne Aneurinzusatz. Auch mikroskopisch 
ist eine Sprossung an vereinzelten Stellen feststellbar; ver- 
schiedentlich sind zugleich die Zellschatten zugrunde gegangener 
Zellen erkennbar. Die Neubildung von Zellen tritt in geringem 
Umfang zweifellos ein, jedoch nicht in Abhingigkeit vom 
3, Aneurinzusatz. Diese Vorgiinge finden zudem in derart unter- 

geordneten AusmaBen statt, daB sie in keinem Fall eine Er- 


nN, 


, héhung der Kohlensiurebildung um fast 50°/, bei Zusatz von 
) 10 y Aneurin gegeniiber dem Normalwert bewirken kénnten. Es 
: geht aus der Tabelle weiterhin hervor, dab ein Zusatz von Nicotin- 
e- siure keinen EKinfluB auf die Empfindlichkeit des Hefe-Testes 
or ausiibt, sondern nur auf die absolute Kohlendioxydmenge wirkt. 
2° Die Unterschiede der absoluten Werte kénnen hier auch auf 
8 den KEinfluB der osmotisch etwas schwiicheren Girlésung zuriick- 
reg gefiihrt werden. Bei der Priifung von Substraten mit unbekannter 
d Stoffzusammensetzung empfiehlt es sich jedoch, jedem Girgefib 
n Nicotinsiiure yon vornherein zuzusetzen, um eine Aktivierung 
I durch diese auch in natiirlichen Substraten vorkommende Sub- 
K stanz zu vermeiden. 
] Ks bestiinde noch die Méglichkeit, daB eine Wachstums- 
n wirkung des Aneurins sich nicht auf die Bildung neuer Zellen 
‘ ) erstrecken wiirde, sondern auf eine VergréBerung (ein durch 
a Aneurin angeregtes zusitzliches Wachstum) der einzelnen vor- 


handenen Hefezellen. Dies miiBte zu einer zusitzlichen Volumen- 
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vermehrung fiihren. Der folgende Versuch mit Messung des 
Volumens der Hefe von 5,0 ccm der normalen Girlésung mittels 
Himatokrits zeigt (Tab. III), da tatsichlich eine betrichtliche 
VolumenvergréBerung um nahezu 100°/, eintritt. Jedoch auch 
diese Volumenvergré8erung erfolgt in Ansitzen mit und ohne 
Zusatz von Aneurin in gleichem Ausmab, und ist iiberdies woh! 
nicht als Wachstumserscheinung, sondern mehr als Aufblihung 
der ausgehungerten einzelnen Zellen nach dem Einbringen in die 
Nahrlésung aufzufassen. Bei den Versuchen I und IV wurde die 
Hefezihlung vor und nach der Girung mit dem gleichen Ergebnis 


wiederholt wie in Tab. II. 
Tabelle Ul 
Uber die Ansiitze in den GefiiBen V und VI vgl. S. 281. Eingesetzt 
wurde 2-Methyl-4-amino-5-oxymethyl-pyrimidin-hydrochlorid. Vor der Zu 
gabe der Hefesuspension wurden alle Lésungen.in den GefiBen mit CO, 
gesiittigt. — Die Messung des Hefevolumens erfolgte in kleinen Schleuder 
gliisern, deren unteres Ende in ein graduiertes Capillarrohr ausliiuft. : 
Anlassen der Zentrifuge in 2 Minuten, 3 Minuten Schleuderdauer bei 
6000 Umdreh./Min. und Auslaufenlassen. 


ED oe Poof wv] vf ov 


Null- dy | 107 
si ly B,| 57 B,]10y B,] Pyri- | Pyri- 
midin | midin 








wert 


ecm CO,-Entwicklung n. 1 Std. 60 62 66 68 37 44 
ecm » n. 2 Stdn. | 137 152 162 168 117 124 




















ecm - 28 » 230 | 260 293 308 241 247 
ecm " a4 » 817 | 362 426 453 379 388 
eem oe 413 | 4738 | 573 | 617 | 589 | 555 
cem . ba 4. 504 | 580 | 717 | 774 | 700 | 733 
ecm Zuwachs nach 1Std. . .. | — | + 2] +4 +8 —23 | —16 
ecm » 2Stdn . . | — | +15 | +25 | +31 | —20 | —13 
ccm . »y 8B yg s+ «+ | — | +380 74+638 [+78 | +11 | +17 
ecm 7" » = — | +45 | +119] +136] +62 | +71 
eem a a — | +60 | +160] +204] +116] +142 
em, a a — | +76 | +213] +270| +196] +229 
Hefevolumen in 5 cem 
emm zu Beginn. ...... . | 57 56 56 57 — — 
emm nach 6Stdn....... . | 92 93 94 94 -- _ 
Hefezellen/ecm 
zu Beginn (-10) ..... . . $1638,4] — — 11665; — — 
nach 6 Stdn. (-10) ..... . 167,81 — | — Ji7as] — | — 


Es geht aus diesen Untersuchungen hervor, daB es der Be- 
triebsstoffwechsel der Hefe ist, der unter den Bedingungen des 
Hefe-Testes eine Steigerung bzw. Beschleunigung durch Aneurin 
erfahrt, nicht aber der Baustoffwechsel*°). 
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Nach der Klairung der vorstehend erérterten Frage wurde 
eine weitere Reihe von Versuchen iiber den Giir-Test mit dem 
Ziele durchgefiihrt, die iuBeren Bedingungen des Verfahrens, die 
Genauigkeit, den Einflu8 der verwendeten Hefe und die Spezifitit 
kennenzulernen. 

Bei verschiedenen Versuchen unter Verwendung von 0,5, 1,0 
und 2,0 g Hefe pro GirgefiB ergab sich, daB gleiche Aneurin- 
zusiitze bei der geringeren Hefe-Kinsaat einen prozentual griBeren 
Kohlendioxydzuwachs bewirkten; die absoluten Zuwachswerte 
unterschieden sich jedoch nur wenig (‘l'ab. 1V). Wegen der fest- 
stehenden Volumenverhiltnisse der oben beschriebenen Apparatur 
wurde in allen Versuchen weiterhin mit 1,0 g Hefe pro GefiB 


cearbeitet. 
Tabelle IV 


I II III IV V VI 
0,5 g 1,0 g 2,0 g 
05g] Hefe | 918] Hefe | 29S] Hefe 
Hefe | +5y7 B,| Hefe| +5y7 B,| Hefe] +5, B, 














cem CO,-Entwicklung | 


nach 3 Stunden. . 90 181 290 332 667 704 
cem CO,-Zuwachs 
nach 8 Stunden. . — +41 — +42 — +37 




















Es zeigte sich weiterhin, daB eine Erhéhung der Glucose- 
konzentration in der Girlésung ohne Hinflu8 auf den Verlauf des 
Hefe-Testes war. Ferner erwies sich auch mehrfach gewaschene 
Hefe oder durch Behandlung mit Sauerstoff in Lésung ,,verarmte“ 
Hefe der gewodhnlichen PreBhefe gleichartig. Das Ergebnis bei- 
spielsweise mit gewaschener Hefe ist aus Tab. V ersichtlich. 


Tabelle V 





1 |ul|m{ iw iiv fv 


gewaschene Hefe 








normale Hefe_ 


Nullwert 17 B, 


| 5y B, | Nullwert | 1 7B, | 57 B, 











cem CO,-Zuwachs | | | | 
nach 6 Stunden . . — | +46 | +183 — | +48] +146 








Zur Priifung der Frage, ob die Aneurinwirkung auch noch 
an dem freigelegten Carboxylasesystem erkennbar ist, wurden 
einige Versuche unter Verwendung von Macerationssiften aus 
Trockenhefe durchgefiihrt. Unter den Bedingungen des Gir-Testes 
begann die CO,-Entwicklung erst nach 6stiindigem Schiitteln 
bei 32% In den folgenden 4 Stunden wurden dann pro GirgefaiB 
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539, 510, 528, 502, 517 und 512 ccm CO, entwickelt (Saft von 
1 g Trockenhefe), bei Zusitzen von 0, 1, 5, 10, 50 und 100 
Aneurin. Eine Wirkung des Vitamins im Sinne einer Steigerung 
der Kohlensaiurebiidung war demnach nicht festzustellen. 

Die fiir die Ausfiihrung des Hefe-Testes zunachst verwendete 
PreBhefe benétigte eine relativ lange Angirzeit, so daB es sich 
fiir die Erzielung méglichst scharf voneinander unterscheidbarer 
Ergebnisse als zweckmiBig erwies, die Dauer eines Versuches 
auf insgesamt 6 Stunden festzusetzen. Versuche, die Garungen 
durch Zusitze von Acetaldehyd oder Brenztraubensiure rascher 
in Gang zu bringen, waren ohne Erfolg, wie aus den Tab. V! 
und VII hervorgeht. Acetaldehyd bewirkte deutliche Hemmung. 
ohne dabei die durch das Vitamin bedingte ZuwachsgréBe ent- 
sprechend herabzusetzen, so da& der Zuwachs prozentual héher 
































ausfiillt. : 
Tabelle VI 
Acetaldehyd 
I II II IV V VI 
Null- - 0+0,1°/,] 1y B, Sy B, 
wert |17 B57 B, Acet- + 0,1% | +.0,1°, 
Y | aldehyd | aldehyd 
eem CO,-Entwicklung —_ 7 
nach 3 Stunden . . | 356 370 388 240 252 269 
ecem CO,-Zuwachs 
nach 8 Stunden. . a +14 +32 - +12 +29 
ecm CQO,-Entwicklung 
nach 6 Stunden. . 815 844 949 691 720 817 
eem CO,-Zuwachs 
nach 6 Stunden. . — +29 | +134 +29 +126 


Tabelle VII 


Brenztraubensiiure 





I II Ill IV V VI 




















507B,| 1007 B,| xa-p “Se 2+ 28 
wert} V7 1 Y 1 | Na-Pyru- Na-Pyru-| Na-Pyru- 
vat vat vat 
ecm CO, Entwicklung 
nach 3 Stunden . . | 180 338 342 194 335 337 
ecm CO,-Zuwachs 
nach 3 Stunden . . | — | +158] +162 oo +141 +148 
ecm CO,-Entwicklung 
nach 6 Stunden . . | 465! 10338 1052 484 1055 1075 
eem CO,-Zuwachs 
nach 6 Stunden . . | — | +568] +587 — +571 +591 
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In einer Mitteilung von Smythe*) iiber die Verwendung 
von Brenztraubensdéure durch Bickereihefe ist angegeben worden, 
daf eine CO,-Bildung unter anaeroben Bedingungen nicht eintrat. 

Eine Reihe von Versuchen wurde zur Priifung der Genauig- 
keit und des Unterscheidungsvermégens des Hefe-Testes durch- 
cefihrt. Gute Ubereinstimmung zeigte sich bei Doppelbestim- 
mungen jeweils zwischen Nullwerten und Ansiitzen mit Zusitzen 
von 5 baw. 10 y Aneurin (Tab. VIII), ferner zwischen Nullwerten 
und Zusiitzen von 1 und 2y Aneurin (Tab. 1X). Das Unter- 
scheidungsvermégen von 2, 4, 6, 8 und 10 y Aneurin war gleich- 
falls zufriedenstellend (Tab. X). 


Tabelle VII 


I u | um {|ivitv {vi 
Nullwert|Nullwert] 57 B, | 57 B, |10 7 B,J10 7 B, 











ccm CO,-Entwicklung 























nach 4 Stunden. . 478 479 554 557 570 574 
cem CO,-Zuwachs 
nach 4 Stunden. .° — — +76 +78 +92 +95 
Tabelle IX 
I u | ow IV Vv VI 


Nullwert|Nullwert] 1 y B, | 1y B, | 27 B,|2y B, 


cem CO,-Entwicklung 
































nach 6 Stunden, . 764 763 807 802 8338 833 
cem CO,-Zuwachs 
nach 6 Stunden. . — — +-43 +38 +69 +69 
Tabelle X 
I ft m IV V VI 
Nullwert] 27 B, |] 47 B, | 67 B, | 8y B, [107 B, 
cem CO,-Zuwachs 
nach 6 Stunden os +78 +125 +140 +158 +175 




















Ks wurden dann vergleichende Untersuchungen iiber den 
KinfluB verschiedener PreBhefen auf die GréBe der Aneurinakti- 
vierung der Girung durchgefiihrt. Bei diesen Versuchen zeigte 
sich ein stark abweichendes Verhalten der verschiedenen Hefe- 
praparate, und damit eine recht unterschiedliche Kignung fiir die 
Ausfiihrung des Testes. Am geeignesten erwies sich eine Fleisch- 
mann-PreBhefe aus USA. Uber den Unterschied in den 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVIII. 16 
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Ausschligen auf Aneurinzusitze zwischen der in den vorsteheni 
beschriebenen Versuchsansitzen verwendeten PreBhefe und der 
Fleischmannhefe unterrichtet Tab. XI. Es ist demnach fiir 
die laufende Durchfithrung von Untersuchungen mit dem Hefe- 
Test wesentlich, eine geeignete Hefe ausfindig zu machen. In 
Laufe der durchgefiihrten Arbeit wurde auBerdem gefunden, dat 
die Ergebnisse mit frischer Hefe besser sind als mit mehrere 
Monate alten PreBhefen. 


Tabelle XI 


Vergleich verschiedener Hefen 



































1 | uw | mW IV | ov : VE 
Obengicige ‘PreBhefe Fleischmann- Hefe — 
Null -Null- 
wae (*? B, 10 y B, wert | ly B, 10 il B, 
cem Ct co, -Entwicklung mae 3 ; a | - ‘ 
nach 3 Stunden. . 336 | 349 392 263 | 818 497 
ecm CO, fren rggied | 
nach 6 Stunden . 793 | 827 | 1023 627 | 748 1266 
cem CO,-Zuwachs | | 
nach 3 Stunden . . — | +13 | + 56 — | + 55 | +234 
cem CO,-Zuwachs | | 
nach 6 Stunden . . — +34 | +230 — | +121 | +639 


Mit einer derart empfindlich auf Aneurinzus&tze reagierenden 
Hefe laBt sich die Genauigkeit des Hefe-Testes noch um eine Zehner- 
potenz erhéhen, so daB auch die Erkennung von 0,1 y Aneurin 
noch ohne weiteres méglich ist, wie Tab. XII zeigt. 


Tabelle XII 


I mu {| m | Iv v | vI 
Nullwert Oly B, 0,27B,]0,57B,] 17 B, by B, 











eem CO, - Zuwachs 
nach 6 Stunden . — +12 +19 +31 +82 +311 























Die Griinde fiir die mehr oder weniger gute Kignung ver- 
schiedener PreBhefen (es gibt PreBhefen, die nur ganz schwachi 
unter den Bedingungen des Hefe-Testes auf Aneurinzusitze an- 
sprechen) sind nicht ohne weiteres klar erkennbar. Es ist sehr 
wahrscheinlich, da8 hier in gewissen AusmaBen rassische Kigen- 
schaften maBgebend sind, gerade so wie es Heferassen mit aus- 
gesprochen schnellem and gutem Alkoholbildungsvermégen gegel- 
iiber solchen gibt, die tiberhaupt kaum in der Lage sind, Alkohol 








_ wy _ ~~ —_ 
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zu produzieren. Bei den Kulturhefen scheint jedoch auch der 
Aneuringehalt der Hefen eine gewisse Rolle zu spielen. Es wire 
durchaus verstindlich, daB die Garung bei einer Hefe mit bereits 
hohem Gehalt an Aneurin und Aneurinphosphat auf weitere Zu- 
siitze des Vitamins nicht mit derart starken Ausschligen reagiert 
wie eine relativ aneurinarme Hefe. 

Um dieser Frage nachzugehen wurde eine Hefeziichtung, 
ausgehend von 10 g Fleischmannhefe in 6 Liter Wiirze unter 
Zufubr von 80—120 Liter Luft/Stunde mittels Filterkerze durch- 
sefiihrt. Nach 14stiindiger Girfiihrung bei 27—30° wurde die 
Hefe im Separator abzentrifugiert, mit etwas Wasser angeschlimmt 
und abgesaugt. Ks wurden dabei etwa 82 g¢ Hefe mit 76°/, Wasser- 
gehalt erhalten. Ein Vergleich der Eigenschaften der eingesetzten 
Hefe mit der selbstgeziichteten Hefe im Hinblick auf die Akti- 
vierung durch Aneurin zeigt (‘ab. XIII), daB die neugeziichtete 
Hefe bei besserer Girkraft gegeniiber der Mutterhefe hinsichtlich 
der Ausschlige auf Aneurinzusatz hin fast noch geringere Kignung 
erkennen lat als die sonst verwendete obergirige PreBhefe der 
Tab. XI. | 

Tabelle XIII 














i | | @ - FLe 
mas i Eigene Zucht 
Fleischmannhefe USA. Fleischmannhefe 





Nullwert ly B, | 107 B, Nullwert 1y B, | 10 y B, 





cem CO,-Entwicklung 


nach 6 Stunden. . 547 | «676 1116 812 | 844 | 967 
cem CO,-Zuwachs n. | | | 
6Stunden .... — /|4129) +569 — | +482 | 4155 








Die Heferasse ist demnach keinesfalls entscheidend. Es lieB 
sich jedoch zeigen, daB offenbar eine Beziehung der Aneurin- 
empfindlichkeit zum Aneuringehalt der Hefe besteht. Hierzu 
wurden Kochsafte von je 1 g Fleischmannhefe, obergiriger Preb- 
hefe und selbstgeziichteter Hefe der Fleischmannrasse hergestellt, 
und im Aktivierungsversuch eingesetzt. Das Ergebnis ist aus 
Tab. XIV ersichtlich. 

Die Werte lassen in GefiB II deutlich den geringeren Akti- 
vatorgehalt der Fleischmannhefe erkennen, die jedoch bei der 
Verwendung als Testhefe sehr empfindlich ist (T'ab. XI), waihrend 
die selbstgeziichtete Hefe der gleichen Rasse hohen Gesamt- 
aneurinkérper-Gehalt aufweist (GefiB IV), sich aber als Testhefe 
16* 


= 
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wegen der geringeren Ausschlige fiir den Gir-Test weniger eignet 
(vgl. Tab. XIII). Im Zusammenhang damit werden die Hefe- 
priparate mit héherem Alter gegen Aneurinzusiatze wahrscheinlich: 
deshalb unempfindlicher, weil abgestorbene und zerfallene Zelleu 
dann Aneurin in die Giarlésung abgeben. 


Tabelle XIV 


I ll Ill IV vivi 


" Kochsaft | Kochsaft | Kochsaft 
Null-} yon 1g | von 1 g|vonig| OY | 20; 
wert] Fleisch- | Betriebs-| Eigen- B, B, 
mannhefe hefe zuchthefe 














ecin CO,-Entwicklung 




















nach 6 Stunden. . 545 941 1004 1054 862] 1048 
eem CO,-Zuwachs n. 
6 Stunden .... oo +396 +459 +509 [+317] +503 


Kine genaue Austestung der drei obenerwaihnten Kochsifte 
ergab einen Gehalt entsprechend 8 y, 15 y bzw. 20 y Aneurin in 
der Fleischmannhefe (Original USA.), obergirigen Betriebspreb- 
hefe bzw. Eigenzucht-Fleischmannhefe. Bei der Durchfiihrung 
des Thiochrom-Testes nach Ritsert**) konnten in den gleichen 
Substraten jedoch nur 1 7, 1,5 y bzw. 2,5—3 y freies Vitamin B, 
festgestellt werden. Es zeigte sich dann bei weiteren Versuchen. 
dafB der Hefe-Test auch beim Arbeiten mit anderen natiirlichen 
Substraten (z. B. Blut oder Mehl) héhere Aneurinwerte lieferte 
als der normale Thiochrom-Test. Als Ursache dieser Abweichungen 
wurde schlieBlich festgestellt, daB auch Cocarboxylase (= Aneurin- 
pyrophosphat) eine aktivierende Wirkung auf die Hefegirung 
unter den Bedingungen des Hefe-T'estes besitzt. Nach der An- 
wendung des nach Westenbrink und Goudsmit*’) modifizierten 
Thiochromverfahrens auf die obigen Kochsafte ergab sich dann, 
daB zu den gefundenen Aneurinwerten noch etwa 8 y bzw. 12 
bis 14 7 bzw. 20—24 y Cocarboxylase den jeweiligen Aneurin- 
werten in den verschiedenen Hefekochsiften hinzuzufiigen sind; 
damit war zugleich eine gute Ubereinstimmung zwischen Hefe- 
Test- und Thiochrom-Testwerten festgestellt. 

Die ersten Versuche mit Lésungen von reiner krystallisierter 
Cocarboxylase ergaben eine schwichere Wirksamkeit des Co-Fer- 
mentes im Hefe-Test beim Vergleich mit der des Aneurins; ei! 
Beispiel fiir einen derartigen Befund gibt Tab. XV. 
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Tabelle XV 


Co = Cocarboxylase 





rt | ul ut{iiv Vv 
Null- 2,57 B, 
1yB,|57B,]57C 7 
wert va al 2, 5 th Co 
ecm CO,-Zuwachs nach 6 Stunden ; t +33 | +152 | +122] 4.138 


Wurden jedoch bei den Ansitzen ‘quimolekulare Mengen 
yon Aneurin und Co-Ferment eingesetzt (1 y B, entspricht 1,4 
Cocarboxylase), so zeigte sich eine vdllige quantitative Pherein- 
stimmung im AusmaB der Girungssteigerung (Tab. XVI). Es ist 
damit als sehr wahrscheinlich anzusehen, da8 die Wirkung des 
Aneurins im Hefe-Test als Cocarboxylasewirkung aufzufassen ist. 


Tabelle XVI 


Cocarboxylase a 





























1/uft/m{ivivitiéivi 
Null- " 257 B 
1yB,]57B,]1,47Col77~Co} “°7 % 
—" t* 1 , +3,5 ¥ Co 
cem CO,-Zuwachs n. 6 Stdn. 
Versuch A ....... — +88 | +404] +91 +404 +411 
Vee ae Gs kK +94 1+399] +92 +403 +397 


Mit dem Befund der Wirksamkeit von Cocarboxylase im 
Hefe-Test erhebt sich die Frage nach der Spezifitit des Verfahrens, 
und der Méglichkeit der Beeinflussung der Ergebnisse durch andere 
Substanzen. Schultz, Atkin und Frey*) haben bereits auf die 
aneurinartige Wirksamkeit von 2-Methyl-4-amino-5-athoxymethyl- 
pyrimidin hingewiesen, wahrend die Thiazolkomponente des Aneu- 
rins (4-Methyl-5-8-oxyathylthiazol) unwirksam war. Diese Ergeb- 
nisse konnten bestiitigt werden; iiber das AusmaB der Aktivierung 
durch das hier verwendete 2-Methy]-4-amino-5-oxymethylpyrimidin- 
hydrochlorid vgl. Tab. III. Aus den dort angegebenen Werten 
ist ersichtlich, daB das Pyrimidin eigenartigerweise zunichst 
schwach hemmend wirkt, hernach jedoch stark aufholt, ohne aber 
die iquimolekulare Aneurinmenge in der Wirkung zu erreichen 
(Molekulargewichte 337:176,5, also 5 y des obigen Pyrimidins 
entsprechen 9,6 y Aneurin). — Die begiinstigende Wirkung von 
Nicotinsiure wurde bereits oben erértert. Kine Priifung der Wirk- 
samkeit von Nicotinsiureamid ergab selbst bei einer Menge von 
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1000 y nur einen Zuwachs von +21 ccm CO, gegeniiber dem 
Nullwert von 407 ccm CO,. 

Gleichfalls ohne Wirksamkeit im Hefe-Test war das reine 
krystallisierte Vitamin B, (Adermin), das mit 5 und mit 50 y ein- 
gesetzt wurde. Gegeniiber dem Nullwert von 575 ccm CO, wurden 
mit 5 y B, 580 und mit 50 y B, 584 ccm CO, erhalten; die Kon- 
trolle mit 1 y B, ergab im gleichen Versuch den Wert von 685 ccm 
CO, = + 110. 

Das Ergebnis eines weiteren Versuches mit Indol-3-essigsiure 
ist aus Tab. XVII ersichtlich. Eine Aktivierung der Girung fand 
nicht statt; es kann eher von einer Hemmung die Rede sein. — 
Als unwirksam erwies sich ferner auch Inosit. 


Tabelle XVII 


Indol-3-essigsiure 























I Il III IV 
Null- | fagole | Thao’ | Indl 
oe 1 
essigsdure | essigsaure | essigsiure 
ecm CO,-Entwicklung n. 6 Stdn. | 459 445 435 433 
cem CO,-Zuwachs n. 6 Stdn.. . — —14 — 24 — 26 


Nach den Arbeiten von Grace*®) soll Sulfanilamid nach der 
Art eines Phytohormons im Hefe-Test wirksam sein und je nacl 
der Konzentration Anregung oder Hemmung zeigen. Unter deu 
Bedingungen des Aneurin-Hefe-Testes muf Sulfanilamid, wie aus 
Tab. XVIII hervorgeht, als unwirksam angesehen werden; dic 
Werte + und — sind als innerhalb der Fehlergrenze liegend zu 
betrachten. 

Tabelle XVIII 


= Sulfanilamid 








1 {ulmt{wt{*veéidétlié wv 
Nullwert| 1yS | 1078S |10078}1mgS]100mg5 











ecm CO, - Entwicklung 




















nach 6 Stunden. . . 550 549 545 542 548 555 
ecm CO,-Zuwachs nach 
6Stunden..... — —1 —5 —8 —2 +5 


Kine spezifisch girungsaktivierende Wirkung im Hefe-Test 
ist demnach bisher nur durch Zusiitze von Aneurin, Cocarboxylase 
und der Pyrimidinkomponente des Aneurins erzielt worden. Selbst- 
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verstandlich kann die bei der Giérung entwickelte Menge an Kohlen- 
dioxyd durch Variationen in der Zusammensetzung der Niahr- und 
Salzlésungen, sowie des p,, oder der Temperatur in ihren abso- 
luten Mengen weitgehenden Schwankungen ausgesetzt werden. Bei 
einem hinreichend an Zusitzen verarmten Nahrgemisch kinnen 
schlieBlich zahlreiche ,,Aktivatoren“ der Hefegirung aufgefunden 
werden. Aus den iiber den Hefe-Test durchgefiihrten Unter- 
suchungen geht jedoch hervor, daB sich derartige Fehlerméglich- 
keiten ohne Schwierigkeiten ausschalten lassen. 

DaB eine Beeinflussung der bei der Ausfiihrung des Hefe- 
‘estes erhiltlichen Werte leicht méglich ist, zeigen die in Tab. XIX 
enthaltenen Ergebnisse eines Versuches iiber den EKinfluB von 
Mangansulfat. Nach Ochoa und Peters**) wird das Carboxy- 
lasesystem durch Mn”-Jonen angeregt. Obgleich die in allen Ge- 
fi®en I—VI verwendeten Nahr- und Salzlésungen bereits mit 
einem Zusatz von Spuren Mangansulfat versehen sind, zeigt ein 
Zusatz der allerdings betriichtlichen Menge von je 100 mg Mangan- 
sulfat in den GefaBen I, II und III einen deutlichen KinfluB. 


Tabelle XIX 








Mangansulfat 
_ Ss nu | m {wf{v {vw 
Nullwert} 57 B, | 107 By | way. 
+100mgj +100mg] +100mg pe 5 7 B, | 107B, 
MnSO, | MnSO, | MnSO, 
cem CO,-Entwicklung 
nach 6 Stunden. . 751 776 832 635 742 805 
cem CQ,-Zuwachs n. 
6Stunden. .... _ +25 +81 — |+107]+170 




















Es laBt sich erkennen, daB der Zusatz von Mangansulfat in 
Gefa8 I ohne Aneurinzusatz gegeniiber dem Nullwert in IV einen 
Zuwachs bewirkt hat; die entwickelten Mengen Kohlendioxyd in 
den GefaiBen I—III sind gegeniiber den in den GefifSen IV—V1] 
gemessenen Werten erhéht. Gleichzeitig ist die Empfindlichkeit 
gegeniiber B, -Zusiitzen verringert worden; ein Zusatz von 10 7 
Aneurin in III in Gegenwart von hohen MnSO,-Konzentrationen 
bewirkte einen geringeren Zuwachs an CO,, als der Zusatz von 
nur 5 y Aneurin in einem mangan-iirmeren Medium. Die Még- 
lichkeit einer Ahnlichen Beeinflussung der Kohlendioxydentwick- 


lung aus Garlésungen ist zweifellos in mehrfacher Weise gegeben. 


Die Identitit einer Aktivierung mit einer Aneurinwirkung kann 
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in Zweifelsfallen durch den Vergleich der Ausschlige des Testes 
durch in ganzzahligen Verhiltnissen ansteigende Aneurinmengen 
mit den Ausschligen der in gleichen Verhiltnissen erhéhten Menge 
der unbekannten Substanz erwiesen werden; bei spezifischer Akti- 
vierung mu8 dann Proportionalitaét der relativen Aktivierungs- 
gréBen vorhanden sein. : 

Nach den vorstehend erérterten Erfahrungen iiber den Hefe- 
Test und seine Methodik, Genauigkeit, Spezifitiit und Beeinflub- 
barkeit ergab eine Reihe von Testversuchen mit Blut, Blutextrakt, 
Mehl, Mehlextrakt, Hefekochsiften, sowie dem Leberpriiparat 
Hepracton unter Beriicksichtigung der Wirksamkeit von Cocarb- 
oxylase im Hefe-Test eine gute Ubereinstimmung mit den Ergeb- 
nissen des Thiochromverfahrens. Der besondere Vorteil des Hefe- 
Testes besteht hierbei darin, dab es zumeist nicht erforderlich 
ist, fiir die Anwendung des Verfahrens besondere Extrakte aus 
dem Untersuchungsmaterial zu bereiten. Das Material kann, wie 
aus den Ergebnissen eines Versuches mit Weizenmehl und dem 
daraus bereiteten wiiBrigen Extrakt hervorgeht, ohne weiteres 
direkt eingesetzt werden (vgl. Tab. XX). 


Tabelle XX 
Mehl / Mehlextrakt 








I II Ul IV viv 


Extrakt | Extrakt- 
von riickstand 12 y B, | 10 y B, 
wert | Mehl |, . Mehl | v.1g Mehl 

















eem COQ, - Entwicklung 









































nach 6 Stunden. . . 718 840 837 733 766 872 
eem CO,-Zuwachs nach 
6Stunden..... — |+122] +119 +15 +48 | +154 
Tabelle XXI 
Mehl 
— I uj wi Iv | v | vi 
Null- |i oMehl| 47 B,|67B,]87B, | 107 B 
wert |S “62 s' Y Py Yb, y b, 
ecm CO,-Entwicklung 
nach 6 Stunden. . . 726 846 794 823 852 884 
cem CO,-Zuwachs nach 
6 Stunden ..... — +120 +68 +97 +126 +158 




















Aus ‘l'ab. XXI ergibt sich ein Gehalt von 8 y Gesamtaneurin 
in 1 g des verwendeten Mehls. Die chemische Methode lieferte 








€] 
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den Wert von 2,5 y Aneurin und etwa 8—10 y Cocarboxylase 
(=5,5—7 y Aneurin entsprechend), zusammen 8—107 Gesamtaneurin. 

In ahnlicher Weise ist auch Blut direkt verwendbar. Ver- 
schiedene Priifungen ergaben Werte, die zwischen 18 und 20 y 
Gesamtaneurin in 100 ccm Blut (bei normalem Hammelblut) 
schwankten. Die Ergebnisse waren bei verschiedenen Tierarten 
stark voneinander abweichend. Menschenblut ergab in 2 Priifungen 
mit je 10 ccm fast gar keine Ausschlige. Offenbar bestehen hier 
auch Abhangigkeiten von der Stoffwechsellage des Organismus 
bei der Blutentnahme. Der weitaus gréBte Teil des Aneurins 
liegt auch im Blut in Form von Cocarboxylase vor. 

In Organen (Schweineniere und -leber) wurden ihnliche Ver- 
hiltnisse festgestellt. Auch hier sind im normalen Organbrei oder 
-saft nur geringe Mengen Aneurin vorhanden; der weitaus griBte 
‘'eil der mittels Hefe-Test bestimmbaren Girungssteigerung ist 
auf Aneurinpyrophosphat zuriickzufiihren. 1 g frischer Nierenbrei 
bzw. Leberbrei ergab einen Gehalt an 7 bzw. 8,5 y Aneurin im 
Hefe-Test; hiervon war nur je etwa 1 y freies Aneurin. Die je- 
weiligen Differenzen multipliziert mit 1,4 (1 y Aneurin = 1,4 y 
Cocarboxylase) ergeben demnach 8,5 bzw. 10,5 7 Cocarboxylase. 
Diesbeziigliche ahnliche Befunde sind auch von Westenbrink 
und Goudsmit®*") mitgeteilt worden; vergleiche auch die Ergeb- 
nisse von Ochoa und Peters*), Die Ergebnisse im Hefe-Test 
wurden durch die Anwendung von Organautolysaten gegeniiber 
den obigen Werten nicht verandert. 


Tabelle XXII 


Muskelkochsaft 
10 ccm entsprechen etwa 47 B, = 5,5 y Cocarboxylase 





I II I Iv Vv ; VI | 


10 ccm 
Null- | Muskel- Ly By 27 Bld 7 By] 107 B, 


wert kochsaft 





cem CO,-Entwicklung 


nach 6 Stunden. . 778 932 846 885 954 999 
cem CO,-Zuwachs 
nach 6 Stunden . . — +154 +68 | +107 | +176 | +221 




















Bei weiteren Untersuchungen mit Muskelkochsaft (Tab. XXII) 
und mit dem injizierbaren Leberpraparat Hepracton (Tab. XXIII) 
ergab sich in beiden Fallen eine beachtliche Wirkung im Hefe- 
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Test, waihrend mittels des Thiochromverfahrens tiberhaupt kein 
freies Aneurin nachgewiesen werden konnte*). 


Tabelle XXIII 


Hepracton 
1 ccm entspricht 6 y Aneurin = 8,5 y Cocarboxylase 








I Tl mu | viv 
1 ecem 
Nullwert | Hepracton | 5 y B, 10y By} 25y 8, 





ecm CO,-Entwicklung n. 6 Stdn. 541 791 770} 906] 1031 
ecm CO,-Zuwachs nach 6 Stdn. — +250 +229] +365] +490 




















Die in beiden Versuchen festgestellte Wirksamkeit ist dem- 
nach in Cocarboxylasewerten auszudriicken. 

Aus der hier mitgeteilten Ubersicht tiber die bisherigen Er- 
fahrungen mit dem Hefe-Test kann entnommen werden, dab das 
Verfahren bei sorgfaltiger Arbeitsweise unter Verwendung einer 
geeigneten Heferasse gute Ergebnisse liefert, und eine wertvolle 
Erginzung der eingangs erérterten Methoden zur Vitamin B,-Be- 
stimmung darstellt. Dariiber hinaus liefern die Ergebnisse der 
hierbei angestellten Untersuchungen interessante Kinblicke in die 
Zusammenhinge zwischen Hefegirung, Hefewachstum und Akti- 
vierungsvorgangen. 
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Kine neue Synthese des Octopins 
und ihre Beziehung zur Umaminierung 
Von 


F. Knoop und C. Martius 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Februar 1939) 


Von Morizawa und anderen Forschern ist aus Tieren ver- 
schiedenster Art Octopin isoliert worden, der bisher einzigartige 
Vertreter einer neuen Gruppe von sekundéren Amino-dicarbon- 
siiuren, in denen im vorliegenden Fall die Kohlenstoffketten von 
Arginin und Alanin iiber ein gemeinsames q@-Stickstoffatom mit- 
einander verkniipft sind. 

Es ist unwahrscheinlich, daf derartige Kérper im Eiweil 
priformiert sind. Sonst hitte man sie gewiB gefunden. Es ist 
auch nicht anzunehmen, daB sie etwa durch die iiblichen hydro- 
lytischen Methoden der EiweiBspaltung zersetzt werden und in 
ihrer einen Hilfte unter den bekannten Aminosiuren erscheinen. 
Denn sie sind gegen die iiblichen hydrolytischen Reagentien be- 
stindig. Auch daB 2 Aminosiiuren unter Ammoniakaustritt sich 
gegenseitig zusammenschlieBen, ist unwahrscheinlich. Es giibe 
dafiir keine Analogien, wenn man nicht etwa einen Ringschlub 
bei dem Ornithin annehmen will, das dann Prolin bilden wiirde. 

Bei der Uberlegung, wie solche Kérper sich wohl bilden 
kénnen, lag es nach unserer friiheren Auffindung einer natiirlichen 
Aminosiuresynthese am nichsten, anzunehmen, daB, wie wir dort 
Ketonsiuren + Ammoniak Iminosiiuren bilden sehen, die dann 
hydriert werden, so im Falle des Octopins an die Stelle des 
Ammoniaks die NH,-Gruppe einer Aminosiure tritt und Keton- 
siure + Aminosiure sich zu einer Schiffschen Base zusammen- 
lagern, die dann unter Einlagerung von Wasserstoff die Imino- 
dicarbonsiiure entstehen li8t, also hier Arginin + Brenztrauben- 
siure das Octopin. 

In diesem Falle hat die Synthese aus Arginin und «-Brom- 
propionsiure durch Akasi die Konstitution bewiesen. Bei der 
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Kinmaligkeit des Befundes solcher Substanzen schien uns die 
Frage nach ihrer natiirlichen Genese nicht so bedeutungsvoll zu 
sein. Nachdem aber nun Braunstein und Kritzmann die 
Reaktion der Umaminierung zwischen Amino- und Ketonsiiuren 
gerade an Hand der Brenztraubensiure aufgefunden haben, gewann 
die Frage der Octopinsynthese nach obigem Schema an Interesse. — 
Den Arbeiten der russischen Autoren waren schon seit 1934 
Arbeiten von Herbst u. M. vorangegangen’), die gefunden hatten, 
da8 Aminosiiure mit Brenztraubenséure gekocht Alanin und den 
der Aminosiure entsprechenden nichst niederen Aldehyd liefern. 
Sie nahmen dafiir einen Reaktionsmechanismus entsprechend 
unserer Aminosiiuresynthese an 
R-CH-NH, + OC-CH, -—-» R-CH-N=C-CH, 


| | | | 
COOH COOH COOH COOH 


> R—C=N—CH-CH, -—» R-CHO + H,N-CH-CH, + CO, 
| | | 
COOH COOH COOH 


Hierbei bildet sich Aldehyd und Alanin, daneben aber auch 
Acetaldehyd. Nach neuerer Auffassung entstehen physiologisch 
aus Aminosdiuren die entsprechenden Amine nicht durch direkte 
Decarboxylierung, sondern diese tritt erst ein nach Dehydrierung 
zur Iminosiure, wenn eine C=N-Gruppe entstanden ist. Die An- 
ordnung dieser konjugierten Doppelbindung ist dann bei der 
[minosiure die gleiche wie bei der «-Ketonsiure, auf die ja die 
Carboxylasen eingestellt sind. Nach dem obigen Schema soll nun 
die Doppelbindung springen. Dafir gibt es analoge Beobachtungen 
von Ingold und Wilson?), die folgendes Beispiel dafiir anfiihren: 


Je nachdem, ob nun die Decarboxylierung bei der Anordnung 
von Herbst vor oder nach dem Sprung der Doppelbindung ein- 
tritt, entsteht Acetaldehyd oder der Aldehyd der verwendeten 
Aminosaure neben Alanin. 

Dieses Reaktionsschema iibernehmen auch Braunstein und 
K\ritzmann und sehen das Spezifische der biologischen Reaktion 
in dem Sprung der Doppelbindung. Sie finden z. B., daB Glutamin- 
siure +- Brenztraubensiure Ketoglutarsiure + Alanin bilden und 
daB schnell ein Gleichgewicht zwischen diesen 4 Substanzen ein- 


1) J. of Biol. Chem. 107, 505 (1934); J. Amer. Chem. Soc. 58, 2239 (1936). 
*) J. Chem. Soe. London 1933, 1498. 
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tritt, von welcher Seite man auch vorgeht. Nach den Befunden 
von Herbst tritt das Springen der Doppelbindung also auch in 
vitro ein, und zwar iiberwiegend. Denn es wird meist mehr Alaniy 
gebildet als Acetaldehyd. Aber ein anderer Grund spricht fiir 
eine Beherrschung dieses Sprungs durch biologische Faktoren, 
nimlich die optische Aktivitit der entstandenen Aminosiuren. 
Diese fehlt bei Herbst. Sein Alanin ist inaktiv. Bei Braunstein 
und Kritzmann scheint aber aktives Material gebildet zu werden. 
Es ist zwar nicht durch Feststellung der Drehung sicher nach- 
gewiesen, sondern nur durch einen Krystallwassergehalt eines 
Naphthalinsulfoderivates, der angeblich nur der aktiven Sub- 
stanz zukommt. Wabhrscheinlich wird also eine polarimetrische 
Bestimmung zeigen, daB in der Tat aktives Material gebildet wird. 
Die Geschwindigkeit der Reaktion, zumal bei Kérpertemperatur, 
zeigt, daB ganz andere eben fermentativ beschleunigte Verhilt- 
nisse vorliegen als bei den Untersuchungen von Herbst. Den 
von Herbst entwickelten Reaktionsmechanismus zitieren Braun- 
stein und Kritzmann und schliefen sich ihm in ihrer Deutung 
an. Dasich aber die ungesittigten Zwischenprodukte nicht isolieren 
lassen, so ist bei aller Wahrscheinlichkeit der Reaktionsmecha- 
nismus doch nicht zwingend erwiesen. 

Wir sehen nun in der Frage, ob die Octopinsynthese eine 
analoge Kondensation darstellt, wie sie von den hier zitierten 
Autoren angenommen wird, eine Méglichkeit, die entwickelten 
Auffassungen durch dieses Beispiel zu belegen. Wenn eine solche 
Schiffsche Base gebildet wird, sollte sie sich hydrieren lassen, 
und dann muB Octopin entstehen. Und wenn die Hydrierung vor 
einem Sprung der Doppelbindung vollzogen wird, so sollte die 
optische Aktivitit des Arginins erhalten bleiben und das synthe- 
tische Material die gleiche Drehung aufweisen wie das natiirliche 
Produkt. 

Das war der Grund, warum wir nun doch diese Synthese 
versucht haben. Sie ist ohne weiteres gelungen, und wir konnten 
durch direktes Hydrieren einer wiSrigen Lésung der beiden Kom- 
ponenten 85°/, rohes Pikrat krystallisiert gewinnen und daraus 
das Octopin isolieren. Die Substanz zeigte alle Kigenschaften 
des natiirlichen Octopins und, was fiir die obigen Uberlegungen 
wichtig erscheint, sie zeigt auch annihernd die gleiche DrehungsgréBe. 

Indessen zeigte sich bei weiteren Versuchen, daB dabei hiutfig 
ein Nebenprodukt in wechselnden Mengen gebildet wird, welches 
sich schwer abtrennen la8t und die Krystallisationsfihigkeit des 
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Octopins und seines Pikrates ungiinstig beeinflu8t. In Anbetracht 
dessen muBte immmerhin daran gedacht werden, daB vielleicht 
auch unter den Bedingungen unserer Synthese als Folge eines 
Dindungssprunges ein inaktives Produkt neben dem aktiven ent- 
stehen kénne, und daB dieses die Ursache der beobachteten Er- 
scheinung sel. Denn daf im Reagenzglasversuch das Arginin die 
Asymmetrie seines «-Kohlenstoffatomes auf das neue asymmetrische 
Kohlenstoffatom des Alanins iibertragen kinne, ist doch sehr unwahr- 
scheinlich. Wir haben die Frage gepriift, ob ein solcher Bindungs- 
sprung in vitro ohne fermentative Beinflussung leicht erfolgt, und 
deshalb Lésungen von Arginin oder Glutaminsiure mit solcher von 
Brenztraubensaure gemischt in der Annahme, daf die Drehungs- 
créBe fallen miisse, wenn die Doppelbildung wandert und die 
Asymmetrie der Aminosiure damit verschwindet. Aber bei Zimmer- 
temperatur konnten wir auch nach ‘lagen keine Abnahme der 
Drehung feststellen. Das Arginin-Brenztraubensiuregemisch be- 
hielt seine Drehung auch beim Kochen bei; Glutaminsiure verlor 
nach 31/, stiindigem Kochen die Drehung etwa zur Hilfte. 

Wir sehen in dieser Art der Octopinsynthese Griinde dafiir, 
daS Herbst und Mitarb. und Braunstein und Kritzmann in 
ihrer Annahme des Reaktionsmechanismus das Richtige getroffen 
haben. Des weiteren erscheint uns von Interesse, da8 das primir 
gebildete Kondensationsprodukt offenbar leicht Wasserstoff addiert 
und so auch physiologisch als Wasserstoffacceptor in Frage kommen 
kann, genau wie wir das fir die Aminosiuren friiher schon ab- 
veleitet haben, als wir in unserem Vortrag auf dem Physiologen- 
KongreB in Stockholm darauf hinwiesen, dab die Aminosiuren 
wie man jetzt sagen wiirde, als H,-Zwischenacceptoren fungieren 
kénnen, Sie geben Wasserstoff ab und kénnen in der Phase der 
Iminosiuren Wasserstoff wieder aufnehmen. Inzwischen ist ja in 
der Tat gezeigt worden, daB in den Fermenten, die Flavin- oder 
Nicotinsiureamid enthalten, tatsichlich die C—N-Doppelbindung 
die wirksame Gruppe ist, die in &hnlicher Weise Wasserstoff 
aufnehmen und wieder abgeben kann. Wir glauben, daB alle Be- 
funde, die dieser bedeutungsvollen Reaktion nahestehen, von all- 
gemeinerem Interesse fiir biologische Oxydations- und Reduktions- 
reaktionen sein miissen. 

An dem Tage, wo wir diese Arbeit fertig abschicken, kommt 
uns die Arbeit von Irvin und Wright?) in die Hinde, die 


') J. of Biol. Chem. 127, 575 (Febr. 1939). 
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beschreiben, daB beim Lagern von Muskeln von Pecten magellanicus 
der Arginingehalt abnimmt und der Octopingehalt entsprechend 
zunimmt. Wir haben daraufhin keinen Zweifel, daB die von uns 
hier beschriebene Reaktion die physiologische Synthese des Octo- 
pins darstellt. Wir sehen in ihren Befunden eine schéne Bestiiti- 
gung der Hypothese, die dieser unserer Untersuchung zugrunde lag. 


Experimenteller Teil 

Darstellung von Octopin. 2,36 g d-Arginincarbonat und 1,8 ¢ 
frisch destillierte Brenztraubensiiure wurden in etwa 10 ccm 
Wasser gelést und mit 0,2 g PtO, als Katalysator unter Wasser- 
stoff geschiittelt. Es wurde anfangs schnell Wasserstoff absorbiert. 
nach etwa 6 Stunden waren 440 ccm aufgenommen, worauf die 
Hydrierung zum Stillstand kam. Die erhaltene Lésung zeigte die 
Reaktion von Sakaguchi noch in voller Stirke, dagegen fiel die 
Ninhydrinreaktion fast negativ aus — ein Zeichen, daB die 
a-stindige Aminogruppe des Arginins fast vollstandig mit der 
Brenztraubensiiure reagiert hatte. Die filtrierte Lésung wurde 
darauf in der Hitze mit Pikrinsiure bis zur kongosauren Reak- 
tion versetzt. Beim Erkalten schied sich das Octopinpikrat als 
bald erstarrendes Ol ab. Die Ausbeute daran betrug in maximo 
4,1 g = 85°/,. Nach der Entfernung der Pikrinséure durch Zer- 
setzen des Pikrates mit H,SO, und der Zerlegung des Sulfates 
mit Baryt wurde das freie Octopin durch Kindampfen in Form 
feiner Nadeln erhalten. Von einer in geringer Menge hartnickig 
anhaftenden Verunreinigung durch mehrmaliges Umkrystallisieren 
aus Wasser hefreit, zeigte es den Zersetzungsp. 261° (der Zer- 
setzungsp. eines Vergleichspriparates von Ackermann lag am 
sleichen Thermometer bei 261°). Analyse (Schoeller): 

5,039 mg Subst.: 8,075 mg CO,, 3,340 mg H,0O. 

Ber. C 43,87 H 17,37  Gef. C 43,71 Hi 7,42. 
N (Kjeldahl) 4,408, 3,318, 4,290 mg Subst.: 7,19, 5,486, 7,015 cem 


n/100-NaOH. 
Ber. N 22,76 Gef. N 22,88, 22,92, 22,88 


Drehung: 0,0716 g Subst. in 10 cem Wasser drehten um 0,32°. 
[o]7° = + 22,39; Akasi: [a]l? = + 20,94° 
Die Reaktion verlief in mehreren Versuchen nicht immer i 
gleich befriedigender Weise, ohne daB es bisher gelang, die Ur- 
sache ausfindig zu machen. Es entsteht offenbar in einer Neben- 
reaktion ein Stoff, welcher die Isolierung des Octopins erschwert 
und die Ausbeuten an reinem Produkt erheblich herabdriickt. 
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Uber Nitrovinyl-oxy-pyrromethene 
und urobilinoide Farbstoffe ’) 
Von 


Hans Fischer und Herbert Reinecke 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Mirz 1939) 


In der 22. Mitteilung berichteten wir iiber die Synthese von 
vinylsubstituierten Bilirubinoiden aus durch Abbau gewonnenem, 
vinyliertem Pyrromethen. Die Synthese vinylierter Pyrromethene 
ist noch nicht gelungen. Der niichste Weg wire Kondensation 
von Pyrrolaldehyden mit 2,4-Dimethyl-3-vinyl-pyrrol. Die Synthese 
des letzteren ist trotz vielfacher Bemiihungen bis jetzt nicht be- 
werkstelligt, obwohl 2,4-Dimethyl-3-vinyl-5-carbathoxy-pyrrol *) 
seit langem bekannt ist. Wir versuchten deshalb, das Ziel auf 
Umwegen zu erreichen und berichten in dieser Arbeit tiber @-Nitro- 
vinyl-oxypyrromethene und ihre Umsetzungen. 

Als Ausgangsmaterial diente 2,4-Dimethyl-3-nitro-vinyl-pyrrol 
folgender Formulierung: 

H,C,——CH=CH-NO, 


| 
Le, 
NH 
das aus 2,4-Dimethyl-3-formyl-pyrrol und Nitromethan nicht allzu 
schwierig zuginglich ist’). 

Versuche, die Darstellung zu verbessern durch Verseifung des 
2,4-Dimethy]l-3-nitro-vinyl-5-carbathoxy-pyrrols und Destillation 
der Carbonsiure fiihrten zwar auch zum Ziel; einen Vorteil 
besitzt jedoch dieses Verfahren nicht. Die Reaktionsfaihigkeit 
der @-Methingruppe im 2,4-Dimethyl-3-nitrovinyl-pyrrol wurde 


al 


1) 24. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 23. Mitteilung 
Diese Z. 258, 121 (1939). 
*) H. Fischer u. B. Walach, Ber. chem. Ges. 58, 2818 (1925): vgl. 
auch Liebigs Ann. 483, 256 (1930). 
*) H. Fischer u. K. Zeile, Liebigs Ann. 462, 224 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVIIT. 17 
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festgelegt durch Gewinnung der Formylverbindung, des 2,4-Di- 
methyl-3-nitrovinyl-5-formyl-pyrrols. Die Ausbeute ist jedoch 
sehr schlecht. 

Versuche, die «-stiindige Methylgruppe mit Hilfe von Sulfury]- 
chlorid in den Formylrest zu iiberfiihren, scheiterten ebenfalls. 
Wohl trat Reaktion ein; es entstand das schén krystallisierte 
8-Methyl-9’-nitro-dichlor- ithy]-«’- trichlor-methyl-«-carbathoxy- 
pyrrol folgender Formulierung: 

H,Cy—CHCI-CHCINO, 
I H,0,000\. cc, 
NH 


aber auch hier sind die Ausbeuten nicht so gut, dab eine weitere 
Verfolgung dieses Weges vorliiufig vorgenommen wurde. Viel- 
mehr wurde mit Koérper I zuniichst allein gearbeitet. 

Mit «,e’-brommethylierten Pyrromethenen reagiert Pyrrol | 
recht ergiebig, und durch Kondensation mit 3,3’- Dimethyl- 
4,4’- diithyl-5, 5’- dibrommethyl - pyrromethen-hydrobromid sowie 
mit 3,3’-Dimethyl-4-athyl-5, 5’- dibrommethy]l-pyrromethen-hydro- 
bromid-4’-propionsaure wurden urobilinoide Farbstoffe erhalten. 

Diese Beobachtungen stehen im EKinklang mit friiher mit- 
geteilten), Damals wurde die Reaktion mit trisubstituierten 
Pyrrolen mit gesittigten Seitenketten vorgenommen, und es er- 
gaben sich urobilinoide Farbstoffe, die mit Zinkacetat intensive 
Griinfluorescenz und positive Gmelinsche Reaktion gaben. Hier 
wurde neu gewonnen das 1’,8’,2,4,5,7-Hexamethyl-3, 6-diathyl- 
1,8-dinitrovinyl-bili-en-(4’-ms)-hydrobromid: 


7CH-C H 


} | | 
| NO, 


| 5 
| 
O.N yd i | | | 
oS A;CL _)— CH,— —CH—._,— CH,—\_JCH, 


NH NH III NHBr NH 


H,C;— 
| 








und das 1’,8’,2,4,5,7-Hexamethy]-3-iithyl-1,8-dinitrovinyl-bili-en- 
(4’-ms)-hydrobromid-6-propionsiiuremethylester: 











HC-HC,—CH, H,Cy——CH, H,0-——=PSM*) H,C)—CH-CH 
a | | | | Lt 
OF gl) atti, cH—\__,/ cH, Jen, nO, 

NH WH IV Nur NH 


*) PSM = CH,CH,COOCH;. 


') H. Fischer u. A. Kiirzinger, Diese Z. 196, 213 (1931). 
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Der Einflu8 der Nitrovinylseitenkette macht sich auffallend 
bemerkbar insofern, als bei beiden Nitrovinylkérpern keine 
Fluorescenzreaktion mit Zinkacetat eintritt, wohl aber spektro- 
skopisch eine scharfe Absorption des Komplexsalzes bei 515 mu. 
Die Gmelinsche Reaktion dagegen ist positiv, die violette Stufe 
zeigt 2 Banden im Griin. 

Ks fragte sich nun, ob dieses abweichende Resultat durch 
die negative Substitution bedingt sei und deshalb wurde die 
3,3'-Dimethy]-5, 5’-dibrommethyl-pyrromethen-hydrobromid-4, 4’-di- 
propionséure mit Opsocarbithoxy-pyrrol (8-Methyl-s’-iithyl-a-carb- 
iithoxy-pyrrol) zum 1’,8’-Dicarbithoxy-1,4,5,8-tetramethyl-2, 7-di- 
‘ithy] - bili-en-(4’- ms)- hydrobromid-3, 6-dipropionsiure - diithylester 

CH,_—__\__}— CH 


folgender Formulierung 
_ - H,C,PS;—— PSC,H;") | | 
I | | | 
| | Hae Y 
nil : eon, _J0000,8, 
NH NH ¥ NHBr NH 


*) PSM = CH,CH,COOCH,. 


CH, 4H,C 


| 





kondensiert, ein Kérper, der durch gute Krystallisationsfihigkeit 
ausgezeichnet ist. Hier verlief die Gmelinsche Reaktion negativ, 
dagegen die Urobilinfluorescenz positiv. Zu letzterer geniigt offen- 
sichtlich — wie vielfache Erfahrung zeigt — die Methenstruktur, 
dagegen scheint sie einigermaBen empfindlich zu sein gegen 
negative Substitution in Ubereinstimmung mit den Erfahrungen 
bei einfachen Pyrromethenen. Am intensivsten ist die Fluorescenz- 
probe immer bei Alkylsubstitution. Zum Zustandekommen der 
G¢melinschen Reaktion dagegen sind nicht in 1’,8’-Stellung Oxy- 
sruppen notwendig, vielmehr kénnen hier auch Alkylgruppen 
stehen. Die Gmelinsche Reaktion ist eben in erster Linie durch 
einseitige Dehydrierungsstufen (Mesobiliviolinbildung) und Oxy- 
dationsméglichkeit zu Ketogruppen, wie sie von W. Siedel?) 
neuerdings angenommen wurde, bedingt. 

Nachdem so die gute Reaktionsfihigkeit des 2,4-Dimethyl- 
2-nitrovinyl-pyrrols erkannt war, wurde es mit Opsosiurealdehyd 
zur 3,3’,5-Trimethyl-4-nitrovinyl-pyrromethen-hydrobromid-4 -pro- 
pionsiure (Formel VI) kondensiert, die noch einer eingehenden 
Untersuchung unterzogen werden soll, ebenso die 5-Brom- 
3,3, 0'-trimethyl-4’-nitrovinyl-pyrromethen-hydrobromid-4-propion- 
siure (Formel VII): 


') Diese Z. 237, 20 (1935); Z. angew. Chem. 52, 38 (1939): vgl. auch 
iH. Fischer u. K. Herrle, Diese Z. 281, 87 (1937). 
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0,N-HC-HC——=CH, 4H,C,;—-PS) | 
| | | | Formel VI: x =H 
H.C. +—cH— Jk é, 
a ll all - zx = 
HBr WH Formel Vil: x = Br 


*) PS = CH,CH,COOH. 


Letzteres Pyrromethen wurde durch Kondensation des Nitro- 
vinyl-pyrrols mit Brom-opsopyrrolcarbonsaure gewonnen. In Uber- 
einstimmung mit friiheren Beobachtungen zeigt dieses Methen mit 
Zinkacetat keine Griinfluorescenz, sondern lediglich Rotfarbung 
mit zweibandigem Spektrum. 

Die Nitrovinyl-Seitenkette hat auch auf den Austausch vou 
Brom gegen Hydroxyl offensichtlich einen entscheidenden Einflus, 
denn bei VII gelang es auffallend leicht schon beim Kochen 
mit Kaliumacetat und Hisessig das q@-stiindige Brom gegen die 
Hydroxylgruppe auszutauschen, dagegen miBlang die Uberfithrung 
des Oxykérpers in das Bilirubinoid. 

Im Korper VI dagegen ist die «-stindige Methingruppe aui- 
fallend reaktionstriige. So gelang nicht die Uberfihrung in das 
Bilirubinoid mit Hilfe von Formaldehyd—Salzsiure, was angesichts 
der Reaktionsfaihigkeit des bromierten Koérpers VII auffallend ist. 
Untersuchungen in dieser Richtung sind weiter im Gange, und 
insbesondere soll in VII das reaktionsfihige Brom gegen weitere 
Gruppen ausgetauscht werden. 

Auffallend ist die groBe Stabilitit des w-Bromatoms bei 
Pyrromethenen mit der Bromvinylgruppe, z. B. beim 5-Brom- 
4, 3’, 5’- trimethyl-4’- athyl - 3 - ( - bromvinyl) - pyrromethen - bydro- 
bromid’) war eine weitere Umsetzung nicht mdglich. Allerdings 
stehen hier Brom und Bromvinylgruppe im gleichen Kern. Viel- 
leicht hangt die Reaktionsfihigkeit mit der Konstitution der 
Pyrromethene zusammen. In den Formulierungen VI und VII 
ist willkiirlich der Kern mit dem Propionsiurerest als Pyrrolkern 
formuliert, ebensogut kénnte es natiirlich der Kern mit der Nitro- 
vinyl-Seitenkette sein, und man kénnte sich vorstellen, daB die 
Reaktionsfihigkeit des @-staindigen Broms davon abhiingt, ob es 
in einem Pyrrol- oder in einem Pyrroleninkern sitzt. 

5-Brom-4-methyl-3-athyl-2-formyl-pyrrol kondensierte — wie 
zu erwarten — ebenso wie das isomere 5-Brom-3-methyl-4-ithy|- 
2-formyl-pyrrol zum 5-Brom-3’,4,5’-trimethyl-3-iithyl-4’-nitroviny!|- 
pyrromethen-hydrobromid bzw. zum 5-Brom-3,3’,5’-trimethy!- 
4-ithyl-4’-nitrovinyl-pyrromethen-hydrobromid, Methene, die dic 


1) H. Fischer u. J. Riedmair, Liebigs Ann. 499, 298 (1932). 
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cleiche Labilitat der «-stindigen Bromatome wie VII besaBen. Auch 
hier wurde bereits beim Aufkochen mit Kaliumacetat und Eis- 
essig Brom gegen Hydroxyl ausgetauscht (weitere Austausch- 
reaktionen sind in Bearbeitung), und es entstanden die schén 
krystallisierten Oxymethene folgender Formulierung: 

















H, C,H, H,C———CH-CH-NO, 
VIII | 
NH N 
na I H,C—= a 
Hol }—___cH——|_ on, 
NH N 


Die Uberfiihrung der letzteren in Bilirubinoide war bis jetzt 
uicht méglich. Pyrrol-e-aldehyd kondensiert gleichfalls in glatter 
Reaktion mit dem Nitrovinyl-pyrrol, ebenso 2,4-Dimethyl-3,5-di- 
formyl-pyrrol. Hierbei konnte bis jetzt kein krystallisiertes Pyrro- 
methen gewonnen werden, obwohl der Dialdehyd sehr reaktions- 
filhig ist, ebenso wie 2,4-Dimethyl-3-formyl-pyrrol. Die Versuche 
werden jedoch noch fortgesetzt, weil die Synthesen von Pyrro- 
methenen mit Formylresten in f-Stellung ein groBes Interesse 
bieten als Ausgangsmaterial fiir die Synthesen von Derivaten des 
Chlorophyll b und fiir die sekundire Erzeugung der Vinylgruppe. 


H. Fischer und E. Adler?) erhielten bei der Bromierung 
von 5-Oxy-4,3’,5’-trimethyl-3, 4’-diathyl-pyrromethen: 








H,C——C,H, H,C,—,C,H; 
Xx J | 
HO. +——cu——_!cn, 
N NH 


bilirubinoide Farbstoffe, und zwar entsteht, wie wir jetzt fest- 
stellen konnten, nicht ein ,,Tribromhydrat“, sondern das Perbromid 
des Atio-meso-glaukobilin-hydrobromids: 


C,H, H,C,———=CH, 4H,C,—-—CH, | 


[HC ~C,H, ma 
7” — 


= | 
| HOW _ —cH—_ } - CH——_ 
N NH XI NHBr N 











oo 


_ Aus Atio-meso-glaukobilin und Brom—Eisessig konnte diese 
Verbindung synthetisiert werden. Sie erwies sich in allen Eigen- 


1) Diese Z. 206, 187 (1932). 
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schaften als identisch mit ,,analytischem“ Material. Aus beiden 
Verbindungen entsteht mit Aceton unter Brom—Acetonbildung das 
in griinen Nadeln krystallisierende Hydrobromid des Atio-meso- 
glaukobilins: 


H,C——C,H,  4H,C ‘ | 
~ /——cH— cn} —cr—1_ yon 


| —C,H, H,C,——=CH, 4,0; 
S 
N NH XII NHBr N 














Wie auch hieraus wieder ersichtlich, begiinstigt die Anwesen- 
heit von Alkylresten, im iibrigen auch von Propionsiureresten, 
die Bildung bilirubinoider Farbstoffe auBerordentlich, und wir 
zweifeln nicht daran, daB die Uberfiithrung der Nitrovinyl-oxy- 
pyrromethene in bilirubinoide Farbstoffe sich auch verwirklichen 
laBt durch zweckentsprechende Abwandlung der Nitrovinyl-Seiten- 
kette, z.B. durch katalytische Reduktion zum Amino-iithylrest, 
der dann sekundaér — wie wir schon friher gezeigt haben -- 
umgewandelt werden kann in die Vinylgruppe!). Versuche in 
dieser Richtung sind im Gange, ebenso bei Pyrromethen VI und 
besonders seinem Oxy-Derivat, den Propionsiurerest in die Viny]- 
gruppe umzuwandeln. 

Porphyrine mit Vinylgruppen auf ringsynthetischem Wege 
zu erzeugen, ist bis jetzt nicht gelungen. Angesichts der groBen 
Reaktionsfihigkeit des Halogens in den drei in dieser Arbeit 
beschriebenen, gebromten Methenen hofften wir, von hier aus zu 
Porphyrinen zu gelangen. Die Brenzweinsiureschmelze jedoch 
und ebenso das Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsiure ver- 
liefen viéllig negativ. Bei der Porphyrinsynthese aus gebromten 
Methenen kommt es eben weniger auf eine lockere Bindung des 
a-stindigen Broms an als auf die Aktivierung der in @’-Stellung 
befindlichen Methylgruppe. 

Zum SchluB fiihren wir noch ein Kondensationsprodukt von 
Amino-antipyrin mit Diacetyl-bernsteinsiiureester an, wobei ein 
am Stickstoff mit Antipyrin substituiertes Pyrrolderivat entstelt. 
das durch gute Krystallisationsfiihigkeit ausgezeichnet ist. Durch 
Verseifung li8t sich die freie Dicarbonsiiure gewinnen, die leicht 
decarboxylierbar ist. Die Versuche hat Herr Dr. K. Herrle durcb- 
gefiihrt. Alle 3 Kérper hatten keine bemerkenswerten, antipyretischen 
Kigenschaften, wie uns Herr Prof. Lautenschliger, Hochst a. M.. 
freundlichst mitteilte. 


1) H. Fischer, E. Haarer u. F. Stadler, Diese Z. 241, 201 (1936). 
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Versuche 


2,4-Dimethyl-3-nitrovinyl-5-formyl-pyrrol. Zu mit Salzsiure ge- 
siittigtem Ather wird ein Gemisch von 2,4-Dimethy]-3-nitrovinyl-pyrrol, gelést 
in Chloroform und wasserfreier Blausiure langsam zugetropft. Es fillt ein 
dunkler Niederschlag aus. Er wird in Eiswasser gelést. Nach einiger Zeit 
scheidet sich der Aldehyd ab. Er wird aus Sprit unter Zusatz von Tier- 
kohle umkrystallisiert. Gelbe Nadeln vom Schmelzp. 242° Zur Analyse 
wurde aus Sprit umkrystallisiert und bei 50° i. V. getrocknet. 


3,108 mg Subst.: 6,280 mg CO,, 1,503 mg H,O. 
C,H,,0,N, (194) Ber. C 55,66 H 5,15 Gef. C 55,11 H 5,41. 


6-Methyl-é’-nitro - dichlor - athyl-c«’-trichlormethyl-a«-carbathoxy- 
pyrrol. 3g 2,4-Dimethyl-3-nitrovinyl-5-carbithoxypyrrol werden mit 10 g 
Sulfurylehlorid bis zur Lésung des Pyrrols erwiirmt. Nach dem Abkiihlen 
tritt Krystallisation ein. Es wird aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp.148°. 


5,215 mg Subst.: 5,650 mg CO,, 1,080 mg H,O. -— 3,689 mg Subst.: 
0,205 ccm N, (22°, 721 mm). — 4,520 mg Subst.: 2,535 mg AgJ. — 4,795 mg 
Subst.: 9,005 mg AgCl. 


C,,H,.0,N2Cl, (446,8) 
Ber. C 29,54 H2,26 N 6,27 OC,H, 1008 Cl 47,61 
Gef. ,, 29,60 , 2,82 ,, 6,10 10,76 46,46. 


Kondensation von 2,4-Dimethyl-3-nitrovinyl-pyrrol mit 3,3’-Di- 
methyl-4, 4’-diathyl-5, 5’dibrommethyl-pyrromethen-hydrobromid zu 
1',8’,2,4,5,7 - Hexamethy]l -3,6- diathyl -1,8 - dinitrovinyl - bili- en(4’ms)- 
hydrobromid. 1 Mol obiger Dibromverbindung wird mit 2 Mol des Dinitro- 
vinyl-pyrrols gut verrieben und in wenig Methylalkohol suspendiert. Nun 
wird kurz in siedendem Wasserbade erwiirmt. Unter pléitzlichem Aufsieden 
tritt Lésung ein. Es wird sofort abgekthlt, wobei das Kondensationsprodukt 
ausfiillt. Winzige gelbe Nidelchen. Bis 300° kein Schmelzpunkt. Zur Analyse 
wurde mit Chloroform extrahiert und das Chloroform durch Methylalkohol 
verdriingt. Getrocknet wurde bei 50° i. Y. 


4,164 mg — 0,029 mg Asche = 4,135 mg Subst.: 9,046 mg CO,, 2,381 mg 
H,O. — 8,841 mg Subst.: 0,439 cem N, (21°, 719 mm). — 3,126 mg Subst.: 
0,367 mg AgBr. 
C33H,,0,N,Br (665,2) Ber. C 59,60 H 6,21 N 12,61 Br 12,00 
Gef. ,, 50,67 ,, 6,44 , 12,55 ,, 11,80. 


Die Molekulargewichtsbestimmung in der Apparatur von Bobransky 
und Sucharda ergab bei einer Einwage von 23,7 mg Substanz in 8,2 Mol 
Chloroform (k = 3,88) eine Siedepunktserhéhung von 0,016°. 


Ber. 665,2 Gef. 700. 
Mit Zinkacetat in Alkohol tritt Braunrotfirbung ohne Griintluorescenz, 


aber mit intensivem Streifen bei 515 mu auf. Gmelin: Von Rot (iber 
Bliulich) nach Violett mit 2 Banden im Griin. 
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Die durch Schiitteln mit Alkali erhaltene Lésung der freien Base in 
Chloroform dehydriert sich beim Stehen rasch unter Rotfarbung. Mit Minera!- 
siuren wird diese Lésung violett. 


Kondensation von Opso-carbathoxypyrrol mit 3,3’-Dimethyl. 
5, 5’-dibrommethyl-pyrromethen-hydrobromid-4,4’-dipropionsdure zu 
1’,8’-Dicarbathoxy-1,4,5,8-tetramethy1-2,7-diathyl-bili-en(4’ms)-hydro- 
bromid-3,6-dipropionsdure-diathylester. 1 Mol der Dibromverbindung 
wird mit 2 Mol Opso-carbithoxy-pyrrol in Athylalkohol '/, Stunde unter 
RiickfluB gekocht. Beim Abkiihlen krystallisiert das Kondensationsprodukt (V) 
aus. Schmelzp. 184°. Zur Analyse wurde aus Eisessig-Wasser umkrystalli- 
siert und bei 50° i. V. getrocknet. 


5,791 mg Subst.: 12,920 mg CO,, 3,550 mg H,O. — 3,464 mg Subst.: 
0,220 cem N, (28°, 713 mm). —. 5,553 mg Subst.: 1,411 mg AgBr. — 4,002 mg 
Subst.: 4,305 mg AgJ. 


C,,Hs,0,N,Br (839,4) 
Ber. C 61,47 H 7,09 N6,69 Br 9,55  OC,H, 21,45 
Gef. ,, 60,85 ,,686 ,, 6,87 » 10,81 » 20,68. 


_Freie Base. Gelbe Prismen vom Schmelzp. 132°. Zur Analyse wurde 
mit Ather extrahiert. 


3,664 mg Subst.: 0,254 cem N, (23°, 714 mm). 
C,,H,,0,N, (758,5) Ber. N 7,39 Gef. N 7,51. 


Mit Zinkacetat tritt intensive Griinfluorescenz auf. Die Gmelinsche 
Reaktion ist negativ. 


Kondensation von 2,4-Dimethy]l-3-nitrovinyl-pyrrol mit 3,3'-Di- 
methyl - 4 - athyl - 4’ - propionsaure - 5, 5’- dibrommethyl - pyrromethen- 
hydrobromid zu 1’,8'2,4,5,7-Hexamethyl -3-athyl-1,8 - dinitroviny]. 
bili-en(4’ms)- hydrobromid-6-propionsauremethylester. Die Konden- 
sation wird wie vorher ausgefiihrt. Bis 300° kein Schmelzpunkt. Zur 
Analyse wird mit Chloroform extrahiert und das Chloroform durch Methy!- 
alkohol verdringt. Bei 50° wurde i. V. getrocknet. 


4,963 mg Subst.: 10,750 mg CO,, 2,610 mg H,O. — 3,086 mg Subst.: 
0,318 ecm N, (23°, 721 mm). — 3,288 mg Subst.: 0,979 mg AgJ.' 


©,;H,,0,NeBr (723,2) 
Ber. C 58,08 H5,99 N 11,61 OCH, 4,29 
Gef. ,, 58,08 ,, 5,89  ,, 11,27 » 8,94. 


3,3’- Trimetkyl -4- nitrovinyl - pyrromethen - hydrobromid-4’- pro. 
pionsdure. Berechnete Mengen von 2,4-Dimethyl-3-nitrovinyl-pyrrol und 
Opsopyrrol-carbonsiurealdehyd werden gut verrieben, in Methylalkoho! 
gelést und mit etwas 48°/,iger Bromwasserstoffsiure versetzt. Das Methen 
krystallisiert nach kurzer Zeit aus. Braune Nadeln, kein Schmelzpunkt. 
Zur Analyse wurde aus Eisessig umkrystallisiert und bei 60° i. V. ge- 
trocknet. 
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4,654 mg Subst.: 8,519 mg CO,, 2,076 mg H,O. — 3,290 mg Subst.: 
0,301 eem N, (28°, 721 mm). 
C,,H,,0,N,Br (410,0) Ber. C 49,80 H 4,91  N 10,23 
Gef. ,, 49,92 ,, 4,99 ,, 10,01. 


Mit Zinkacetat in Alkohol tritt rote Farbe und verwaschenes Spektrum 
im Griin auf. 


5-Brom-3’,5’-trimethy1-4’-nitrovinyl - pyrromethen - hydrobromid- 
4-propionsaure (VIII). Berechnete Mengen 2,4-Dimethy]-3-nitroviny]-pyrrol 
und Bromopsopyrrol-carbonsiurealdehyd werden gut verrieben und nach 
Lésung in wenig Methylalkohol mit etwas 48°/,iger Bromwasserstoffsiiure 
versetzt. Das Methen krystallisiert nach kurzer Zeit aus. Gelbrote Nadeln, 
kein Schmelzpunkt. Bei der Analyse wurden keine gut stimmenden Werte 
erhalten, insbesondere war der Halogenwert zu hoch, wie das hiufig bei 
den Hydrobromiden der Pyrromethene der Fall ist. Da hier die freie Base 
zuginglich ist, wurde diese analysiert. 

Freie Base. Das bromwasserstoffsaure Salz wurde in Methylalkohol 
und Ammoniak gelést, in Chloroform gegossen, ausgewaschen, mit Diazo- 
methan verestert und eingedunstet. Es wurde mit Ather aufgenommen und 
mit Petrolither gefallt. Gelbe verfilzte Nadeln. Schmelzp. 200°. Zur Analyse 
wurde aus Ather-Petrolither umkrystallisiert und bei 50° i. V. getrocknet. 


4,329 mg Subst.: 7,951 mg CO,, 1,808 mg H,O. 3,733 mg Subst.: 
0,349 ccm Ny, (27°, 719 mm). — 2,840 mg Subst.: 1,649 mg AgJ. — 3,490 mg 
Subst.: 1,511 mg AgBr. 

C,3,H,.O,N,Br (422,0) 
Ber. C 51,18 H4,76 N 9,94 OCH, 7,35 Br 18,90 
Gef. ,, 50,67 ,, 4,73  ,, 10,06 , tt » i0at. 


5-Oxy-3,3’,5’-dimethyl-4’-nitrovinyl - pyrromethen-4-propionsaure 
XI). 5-Brom-3, 3’, 5’-trimethy]-4’-nitrovinyl-pyrromethen-hydrobromid-4-pro- 
pionsiure wird mit Kaliumacetat und Eisessig 1 Stunde unter RiickfluB 
gekocht. Daun wird heif filtriert. Das Oxy-methen krystallisiert rasch aus. 
Gelbe Rhomben, Schmelzp. 275° unter Verpuffen. Zur Analyse wurde mit 
Eisessig extrahiert und bei 70° i. V. getrocknet. 


4,621 mg Subst.: 10,000 mg CO,, 2,270 mg H,O. -— 3,222 mg Subst.: 
0,368 eem Ng (25°, 721 mm). 


C,,H,,0;N; (845,1) Ber. C5911 H 5,54 N 12,17 
Gef. ,, 59,01 ,, 5,50 ,, 12,41. 


Mit Zinkacetat in Alkohol tritt keine Farb- und Spektralerscheinung ein. 


5 - Brom -3’, 4, 5’- trimethyl - 3 - athyl - 4’- nitrovinyl - pyrromethen- 
hydrobromid. Berechnete Mengen von 2,4-Dimethyl-3-nitroviny!-pyrrol 
und 5-Brom-4-methy]-3-ithyl-2 formyl-pyrrol werden nach gutem Verreiben 
in wenig Methylalkohol suspendiert und mit etwas 48 °/,iger Bromwasser- 
stoffsiure versetzt. Das Methen krystallisiert rasch aus. Braune Prismen, 
kein Schmelzpunkt. Zur Analyse wurde aus Eisessig umkrystallisiert und 
bei 50° i. V. getrocknet. 
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4,490 mg Subst.: 7,140 mg CO,, 1,710 mg H,O. — 8,683 mg Subst.: 
0,317 cem Ny, (21°, 719 mm). — 6,055 mg Subst.: 4,962 mg AgBr. 
C,,H,,O,N,Br, (444,9) Ber. C 43,16 H 4,29 N 9,44 Br 35,92 
Gef. ,, 43,37 ,, 4,80 ,, 945 ,, 34,87. 


Mit Zinkacetat in Alkohol tritt Rotfirbung und verwaschenes 
Spektrum im Griin auf. 


5-Oxy-3’,4,5’-trimethyl-3-athyl-4’-nitrovinyl-pyrromethen. Obiges 
Brommethen wird mit Kaliumacetat und Lisessig 1 Stunde unter Riickflus 
gekocht. Dann wird heiB filtriert. Das Oxymethen krystallisiert rasch aus, 
Zur Analyse wurde mit Kisessig extrahiert und bei 70° i. V. getrocknet. 
Schmelzp. 306° 


4,451 mg Subst.: 10,256 mg CO,, 2,642 mg H,O. — 8,557 mg Subst.: 
0,436 cem N, (20°, 719 mm). 


CigH,,.O,N3 (301,1) Ber. C 63,77 H 6,35 N 13,90 
Gef. ,, 62,84 » 6,59 ,, 18,51. 


5 - Brom - 3,3’, 5’- trimethy] - 4 - athy] - 4’- nitrovinyl - pyrromethen. 
hydrobromid. Berechnete Mengen 2,4-Dimethyl-3-nitrovinyl-pyrrol und 
5-Brom-3-methy]-4-iithyl-2-formyl-pyrrol werden nach gutem Verreiben in 
Methylalkohol mit Bromwasserstoffsiiure kondensiert. Das Methen krystalli- 
siert in braunroten Nadeln aus. Kein Schmelzpunkt. Zur Analyse wurde 
mit Chloroform extrahiert, worin es schwer ldéslich ist. Bei 50° wurde 
i. V. getrocknet. 


4,256 mg Subst.: 6,984 mg CO,, 1,546 mg H,O. — 38,586 mg Subst.: 
0,320 cem N, (23°, 723 mm). — 4,476 mg Subst.: 3,701 mg AgBr. 


C,.H,,O,N,Br, (444,9) Ber. C 43,16 H 4,29 N 9,44 Br 35,92 
Gef. ,, 44,76 ,, 3,97 ,, 9,79 ,, 35,19. 


Hier und bei verschiedenen anderen Nitrovinylkérpern stimmen die 
Analysen nicht immer gut. Die Ursache ist die Explosionsfihigkeit dieser 
Verbindungen, hervorgerufen durch die Nitrovinylgruppe, und trotz vor- 
sichtigen Verbrennens konnte des 6fteren eine explosionsartige Zersetzung 
nicht vermieden werden. 


5-Oxy-3’, 3, 5’- trimethyl-4-athyl-4’-nitrovinyl-pyrromethen. Das 
Brompyrromethen wurde mit Eisessig und Kalium-Acetat 1 Stunde unter 
RiickfluB gekocht. Das Reaktionsprodukt krystallisierte schon nach kurzem 
Sieden aus. Schmelzp. 315°. Zur Analyse wurde in KEisessig extrahiert 
und bei 50° i. V. getrocknet. 
4,535 mg Subst.: 10,550 mg CO,, 2,458 mg H,O. — 38,638 mg Subst.: 
0,469 cem N, (20°, 719 mm). 
C,,.H,,0,;N, (301,1) Ber. C 63,77 H 6,35 N 13,90 
Gef. ,, 63,45 ,, 6,07 ,, 14,06. 


Perbromid des Atio-mesoglaukobilin-hydrobromids. Atio-meso- 
glaukobilin wird in wenig Eisessig gelést, mit 1 Tropfen Bromwasserstoff- 
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ubst.; siure und der berechneten Menge einer 1 °/, igen Brom—Eisessig-Lésung ver- 
setzt. Das Perbromid krystallisiert sofort in griinen Nadeln aus. Kein 
92 Schmelzpunkt. 
37. 3,165 mg Subst.: 2,350 mg AgBr. 
1enes C;,H;,,0,N,Br, (759,1) Ber. Br 32,35 Gef. Br 31,55. 

Das Perbromid lést sich in Chloroform mit enzianblauer Farbe. Mit 
biges Zinkacetat in Alkohol tritt Griinfiirbung, Rotfluorescenz und Spektrum auf. 
kfluB es 7 . 
on Atio-mesoglaukobilin-hydrobromid. Auf Zusatz yon Aceton zum 

Perbromid und Erwiarmen tritt Lésung und Brom—Aceton-Geruch auf. Die 
knet. : 8 : 

Lésungsfarbe ist griin. Nach Einengen tritt auf Zusatz von Ather Krystalli- 

sation ein. Griine Nadeln vom Schmelzp. 245°. Das Perbromid aus Oxy- 
bst. methen IX liefert mit Aceton den gleichen Kérper. Mischschmelzpunkt 

keine Depression. 

3,392 mg — 0,022 mg Asche = 3,370 mg Subst.: 7,740 mg CO,, 2,011 mg 

H,O. — 2,375 mg Subst.: 0,208 cem N, (22°, 720 mm). — 2,798 mg Subst.: 
= is mg AgBr. 
und C,,H,,0,N,Br (579,2) Ber. C 64,28 H 6,79 N 9,68 Br 13,80 
min Gef. ,, 62,64 ,, 6,68 , 9,60 ,, 15,21. 
talli- 
urde Nach dem Analysenresultat war noch etwas Perbromid vorhanden. 
sadn Die Glaukobilinanalyse selbst gibt gut stimmende Werte. 

Aus Atio-mesoglaukobilin kann mit Hilfe yon Bromwasserstoff das 
b gleiche Hydrobromid vom Schmelzp. 245° erhalten werden. 

st.: 
. 1-Phenyl-2, 3-dimethyl-(2,5-Dimethyl-3, 4-dicarbathoxy-pyrryl-1)- 
, pyrrazolon 
. Kondensation von Amino-antipyrrin mit Diacetylbernsteinsaure- 
| ei ester. 10g Diacetylbernsteinsiiureester und 10g Amino-antipyrrin werden 
_ in wenig Eisessig gelést und 20 Minuten auf dem Wasserbad erwiirmt. 
sive Hierauf wird die Lésung unter Riihren in Wasser gegossen, wobei Krystalli- 
— sation erfolgt. Ausbeute 15g. Zur Analyse wurde aus Sprit umkrystalli- 
siert. Lange Nadeln vom Schmelzp. 145°. 
Das 4,306 mg Subst. (60° i. V. getr.): 10,248 mg CO,, 2,444mg H,O. — 
nter 3,386 mg Subst.: 0,315 eem N, (24°, 717 mm). — 4,327 mg Subst.; 4,751 mg AgJ. 
<0 C,3H,,0,N, (425,2) Ber. C 64,91 H 6,40 N 9,88 OC,H, 21,16 
Gef. ,, 64,91 ,, 6,35 ,,10,09 ,, 21,06. 
pst. : : , . 
1-Phenyl-2, 3-dimethyl-(2,5-Dimethyl-3, 4-dicarboxy-pyrryl-1 )- 
pyrrazolon 





Verseifung des Pyrrols. 10g von obigem Pyrrol werden mit 

| einem Uberschu8 von etwa 20°/,igem iithylalkoholischem Kali 20 Minuten 

eso- | auf dem Wasserbad gekocht. Die Lésung wird hierauf in Wasser ge- 
tofl- | gossen und die Siiure mit HCl ausgefiillt. Ausbeute 9g. Sehr schwer 
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léslich in allen Lésungsmitteln. Zur Analyse wurde aus Eisessig-Wasser 
umkrystallisiert. ReinweiBe Nadeln yom Schmelzp. 256° (Decarboxylierung). 


4,389 mg — 0,029 mg Asche = 4,360 mg Subst. (60° i. V. getr.): 9,756 mg 
CO,, 2,179 mg H,O. — 2,210 mg Subst.: 0,228 cem N, (22°, 713 mm). 


C,,H,,0;N, (869,2) Ber. C 61,75 H 5,20 N 11,88 
Gef. ,, 61,03 ,, 5,59 ,, 11,16. 


1-Phenyl-2, 3-dimethyl-(2,5-Dimethyl-pyrryl-1 )-pyrrazolon 


Decarboxylierung der Siure. 2g obiger Siure werden auf 


etwa 260° erhitzt, wobei die Substanz unter CO,-Entwicklung schmilzt. 
Nach Beendigung der Gasentwicklung lift man erkalten. Die dabei ent- 
stehende krystalline Masse wird mehrmals aus Sprit-Wasser umkrystalli- 
siert. Ausbeute 1,2 g. Briunlich gefirbte Prismen vom Schmelzp. 178°. 


4,369 mg Subst. (60° i. V. getr.): 11,631 mg CO,, 2,637 mg H,O. - 
3,152 mg Subst.: 0,481 cem N, (26°, 721 mm). 


C,,H,,ON, (281,2) Ber. C 72,55 H 6,81 N 14,94 
Gef. ,, 72,60 5» 6,75 » 14,81. 
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Zur Kenntnis des Stercobilins’) 


Von 


Hans Fischer und Herbert Libowitzky *) 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Miirz 1939) 


Bei Kranken mit himolytischem Ikterus besteht ein iiber 
das normale MaB8B weit vermehrter Blutfarbstoffabbau und der 
Kot dieser Kranken ist daher eine ergiebige Fundgrube fiir die 
dabei gebildeten Gallenfarbstoffe. Wahrend bei normalen gesunden 
Erwachsenen der Nachweis von Bilirubin hiufig fehlschliigt, ist 
er hier in den Krisenstadien immer gelungen und in 2 Fallen war 
Bilirubin in solcher Menge vorhanden, daB es den Faeces eine 
sehr charakteristische gelbe Farbung verlich. Es konnten ohne 
Schwierigkeiten in einem Fall 190 mg aus 4 Tagesausscheidungen 
und im zweiten 140 mg aus 3 Tagesausscheidungen isoliert werden. 

Dieses Bilirubin bestand aus orangeroten, in Chloroform und 
Pyridin sehr schwer léslichen Krystallen. Zum Unterschied von 
Meso-bilirubin, dessen schwefelgelbe Krystalle bei 315° unter 
Zers. schmelzen, zeigte es keine Schmelzerscheinung bis 360°, 
sondern farbte sich lediglich ab 330° dunkel. Auch aus den 
Mutterlaugen der Umkrystallisation des Bilirubins wurden nur 
orangerote unschmelzbare Krystalle erhalten. Dies spricht gegen 
die Anwesenheit von Meso-bilirubin, welches sich in dem stark 
reduzierenden Milieu des Darmes durch Hydrierung einer Viny]- 
gruppe und des Hydrofuranringes oder der beiden Vinylgruppen 
des Bilirubins als Zwischenprodukt von dessen Umwandlung zu 
Stercobilinogen hatte bilden kénnen. Zur Sicherheit wurde nun 
die Oxydation mit rauchender Salpetersiure durchgetiihrt, wobei 
das aus Meso-bilirubin leicht erhiltliche Methyl-aithyl-maleinimid 
nicht gefunden wurde. 


') 26. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 25. Mitteilung 
im Druck. 
*) Dissertation H. Libowitzky, Technische Hochschule Miinchen 1939. 
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Die Analyse zeigte ein bei dem schwer verbrennbaren Bili- 
rubin haufig gefundenes Defizit im Kohlenstoffgehalt von 0,6 °/,. 
Zur weiteren Charakterisierung wurden 142 mg mit kolloidalem 
Palladium hydriert’), wobei nach Aufnahme von 2 Mol H, mit 
46°/,iger Ausbeute Meso-bilirubin isoliert werden konnte. Dieses 
hatte einen Zersetzungspunkt von 312° und gab mit Meso-bilirubin, 
welches aus Bilirubin der Rindergallensteine erhalten worden war, 
bei der Mischschmelzprobe keine Depression. Ebenso war auch 
das Dimethylester-hydrochlorid dieses Meso-bilirubins identisch 
mit Meso-bilirubin-dimethylester-hydrochlorid Xe. 

Von besonderer Wichtigkeit war die Priifung dieses Bilirubins 
und Meso-bilirubins auf optische Aktivitiit, da aus den gleichen 
Faeces in beiden Fallen auch das optisch aktive Stercobilin 
isoliert worden war. Beide Farbstoffe waren optisch inaktiv und es 
ergibt sich somit aus Vorstehendem folgender wichtige Befund: Das 
bei an himolytischem Ikterus erkrankten Menschen ausgeschiedene 
Bilirubin ist mit Bilirubin aus Rindergallensteinen identisch. 

Die Faeces gaben ferner eine fduBerst intensiv positive 
Ehrlichsche Aldehydreaktion. Die Schlesingersche Reaktion 
eines vollkommen frisch bereiteten alkoholischen Auszuges der 
kérperwarmen Faeces war dagegen in einem untersuchten patho- 
logischen Falle negativ, ebenso auch in zahllosen daraufhin 
untersuchten Fallen bei Gesunden. Sie wird jedoch sofort positiy, 
wenn man den Stuhl oder den Extrakt nur wenige Minuten an 
der Luft stehen la8t oder kurz an der Sonne belichtet. Das 
Stercobilin selbst ist also ein Sekundirprodukt, welches aus seiner 
um 2 Wasserstoffatome reicheren Leukoverbindung unter der 
Einwirkung des Luftsauerstoffs entsteht. Solche Sekundirprodukte 
sind auch andere Farbstoffe, von denen das Kopro-meso-biliviolin 
von C.J. Watson?) durch die Rotfluorescenz der blauen Lésungen 
seines Zinksalzes gut gekennzeichnet ist (vgl. auch S. 266). Das 
Vorkommen von Kopro-meso-biliviolin, welches aus Stercobilin 
nicht erhiltlich war, lie’ auch vermuten’), daB seine Mutter- 
substanz das Meso-bilirubinogen [Xq@ sein kénnte und da somit 
in den Faeces 2 Leukoverbindungen von Gallenfarbstoffen vor- 
kommen, niimlich das Stercobilinogen und das Meso-bilirubi- 
nogen IX@. Dieses war von H. Fischer und F. Meyer-Betz”*) 


') H. Fischer u. H. Reindel, Diese Z. 127, 307 (1923). 

2) Diese Z. 221, 145 (1933); 208, 101 (19382). 

3) H. Fischer u. H. Halbach, Diese Z. 288, 60—61 (1936). 
‘) Diese Z. 75, 282 (1911). 
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schon aus pathologischem Urin dargestellt worden. Es gibt eine 
Farbreaktion mit Kupfersulfat in alkalischer Lésung!) — eine 
Lilafirbung mit charakteristischem Dreibandenspektrum — welche 
auf die Kupfersalze von Oxydationsprodukten des Meso-bilirubi- 
nogens zuriickgefiihrt wird. H. Fischer und H. Libowitzky’) 
konnten feststellen, daB weder Stercobilin noch Stercobilinogen 
diese Reaktion geben, daB sie jedoch in Kotextrakten nach 
zweckentsprechender Bearbeitung immer positiv ist. Hierdurch 
war das Vorkommen von Meso-bilirubinogen in den Faeces sehr 
wahrscheinlich geworden und es wurde deshalb seine Isolierung 
angestrebt. 

Die Leukoverbindungen und die daraus oxydativ gebildeten 
Farbstoffe kénnen aus alkoholisch-iitherischer Lésung leicht an 
Aluminium-oxyd adsorbiert werden und diesen Adsorbaten mit 
Ammoniakwasser entzogen werden. Die im adsorbierten Zustand 
befindlichen Leukoverbindungen sind sehr autoxydabel, weshalb 
die ammoniakalische Lisung stets braun gefirbt ist. Wiinscht 
man vornehmlich das Stercobilin zu isolieren, so laBt man diese 
Adsorbate einige Tage an einem dunklen Ort stehen. Nach An- 
siuern der ammoniakalischen Lésung und Ausiithern enthalt der 
Ather neben unbekannten braunen Farbstoffen die Leuko- 
verbindungen, wahrend aus der wiBrigen Schicht sich das Sterco- 
bilin gewinnen laft. Die Verarbeitung, wie sie im Versuchsteil 
ausfiihrlich beschrieben ist, liefert schlieBlich in guter und gleich- 
miBiger Ausbeute das krystallisierte Stercobilin-hydrochlorid und 
einen farblosen, amorphen, sehr leicht autoxydablen Stoff, bei 
dem die Aldehydreaktion nach Ehrlich und die Kupferreaktion 
nach Fischer’) stark positiv sind. 

Das Stercobilin-hydrochlorid zeigt die gleichen optischen Kon- 
stanten wie das nach der urspriinglichen Methode von C.J.Watson‘*) 
erhaltene. Wie diesem Autor schon bekannt war, enthilt es 
Krystallchloroform, dessen Anwesenheit bei seinen Umsetzungen 
sich 4uBerst stérend bemerkbar macht. Die nihere Untersuchung 
dieser Verhiltnisse ergab, daB das frisch dargestellte Hydrochlorid 
schon beim Liegen an der Luft stindig an Gewicht abnimmt, 
so daB der urspriingliche Chloroformgehalt nicht exakt bestimmbar 
ist. Das kurz lufttrocken abgesaugte Hydrochlorid verliert im 


) H. Fischer, Miinch. med. Wschr. 59, 2555 (1912). 

*) Diese Z. 241, 211 (1936). 

’) Miinch. med. Wschr. 59, 2555 (1912). 

*) J. of Biol. Chem. 105, 469 (1934) und friihere Mitteilungen. 
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Hochvakuum bei 80° 25,09°/, Gewicht, woraus man schlieBen 
kann, daB urspriinglich 2 Mol Chloroform = 27,57°/, vorhanden 
gewesen sind. In vollkommener Analogie hierzu steht das Verhalten 
der freien Saéure, die aus dem Hydrochlorid nach C. J. Watson} 
dargestellt wurde. Der Gewichtsverlust betriigt hier z. B. 21,9°, 
und die Substanz enthalt danach noch 3,6°/, Chlor. Fiir einen 
Chloroformgehalt von 2 Mol berechnet man 27,57°/,. Das Chloro- 
form la8t sich auch durch tagelanges Trocknen im Hochvakuum 
bei 100° nicht vollstandig entfernen; die Priparate kénnen dann 
immer noch 1°/, Chlor enthalten. Die charakteristische Krystall- 
form?) der Chloroformverbindung indert sich hierbei nicht, und 
auch der Schmelzpunkt geht nie iiber 170° hinaus, nachdem sich 
die Substanz schon vorher ab 130—150° je nach Chloroform- 
gehalt unter Sinterung dunkel farbt. 

Als geeignetes Mittel zur Entfernung des Chloroforms erwies 
sich das Kochen mit einem Gemisch von Aceton und Formaldehyd- 
dimethyl-acetal; hierbei verwandeln sich die langen prismatischen 
Nadeln des chloroformhaltigen Stercobilins in die kurzen derben 
Prismen der freien Saure vom Schmelzp. 236°, welche zuerst von 
H. Fischer und H. Halbach*) durch oftmaliges Kochen mit 
Aceton allein erhalten worden sind. Der scharfe Schmelzpunkt 
ist das beste Kriterium fiir die vollstiindige Reinheit des Sterco- 
bilins; nicht ganz reine Priaparate fiirben sich bereits ab 220° 
schwarz, wihrend dies bei reinstem Material erst ganz kurz vor 
dem Schmelzen eintritt. Zu den hier beschriebenen Versuchen 
wurden nur reine Praparate verwendet. 

Die Analyse des im Gegensatz zum Urobilin [Xe@*) kaum 
hygroskopischen Stercobilins stimmt auf die Zusammensetzung 
C,,H,,0,N,- Das Absorptionsspektrum wurde von A. Stern und 
F. Pruckner®) ausgemessen. Bei Nachpriifung der optischen 
Konstanten konnte die von H. Fischer und H. Halbach®) an- 
gegebene leichte Inaktivierbarkeit nicht bestitigt werden. Die 
Irrtiimer waren verursacht durch Anwendung zu geringer Material- 
mengen, was auch heute noch die Untersuchungsfortschritte stark 
hemmt, und durch den Umstand, daf die spezifische Drehung der 


1) Diese Z. 208, 102 (1932). 

*) C. J. Watson, Diese Z. 208, 101 (1932); 288, (1935), Tafel I, Fig. 15. 
*) Diese Z. 288, 59 (1936), Fig. 3. 

4) W. Siedel u. E. Meier, Diese Z. 242, 125 (1936). 

5) Z. physik. Chem. (A) 182, 120 (1938). 

®) Diese Z. 288, 68 (1936). 
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Zur Kenntnis des Stercobilins 259 
freien Siure bedeutend geringer ist als die des Hydrochlorids. 
Es betrigt das spezifische Drehvermégen des Hydrochlorids bei 
rotem Licht (690—720 mu) in Chloroform — 1700°, fiir die freie 
Siure in Chloroform — 320°, in Eisessig — 254°, in Ameisen- 
siiure + 256° und in }/,,n-Natronlauge — 140°. Der Ablenkungs- 
winkel geht also beim Lésen des Hydrochlorids in Natronlauge 
auf 1/,, seines Wertes in Chloroform zuriick und entzog sich 
damals infolgedessen der Beobachtung. Auch die Liésung in 
konzentrierter Salzsiure und das Zinksalz wurden optisch aktiv 
befunden. Von Interesse ist, daf die Lésung in Ameisensiure 
um den gleichen Betrag nach rechts dreht wie in Eisessig nach 
links. In einem Gemisch der beiden Lisungsmittel dreht es rechts 
wie in Ameisensiiure allein, und der ganze Effekt ist offenbar 
hedingt durch Salzbildung, wie aus der spektralen Verschiedenheit 
der Lésungen in Eisessig und Ameisensiure zu vermuten ist. 
Die Beobachtung, daB nach Erhitzen des Stercobilin-hydrochlorids 
auf 120° die spezifische Drehung auf — 3500° steigt, hat sich 
als eine Folge der Verwendung von gelbem Licht (Filter- 
schwerpunkt 589 mu) herausgestellt. Diese starke Abhangigkeit 
des Drehvermégens von der Lichtwellenléage ist bemerkenswert. 

Nicht bestitigt hat sich weiter die Inaktivierung des Sterco- 
bilins bei Hydrierung zu Stercobilinogen und Reoxydation. Wird 
diese in Kisessig vorgenommen, so erhalt man in etwa 20°/iger 
Ausbeute das Stercobilin-hydrochlorid mit den bekannten optischen 
onstanten zuriick. Danach mu8 das Stercobilinogen zweifellos 
auch optisch aktiv sein, obwohl sich seine optische Aktivitiat bisher 
noch der direkten Beobachtung entzogen hat. 

Zur Bestiitigung der von H. Fischer und H. Halbach (a.a. O.) 


aufgestellten Konstitutionsformel (I) des Stercobilins wurde versucht, 
COOH HOOC 
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die vier iiberzihligen Wasserstoffatome in den basischen Pyrrolin- 
kernen durch quantitative Dehydrierung mit Silberacetat!) nach- 
zuweisen. Bei Anwendung von 2—8 Mol Silberacetat auf 1 Mol 


1) H. Fischer u. W. Lautsch, Liebigs Ann. 526, 259 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVIII. 18 
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Stercobilin tritt stets quantitative Reduktion zu Silber ein, wobei 
dunkelbraunrote Farbstoffe entstehen, an denen wegen der inten- 
siven Firbung polarimetrische Messungen nicht durchfihrbar 
sind. Die Farbstoffe krystallisieren nicht. Ebenso ergebnislos 
verlief ein Dehydrierungsversuch mit Palladium und Maleinsiure- 
anhydrid als Wasserstoffacceptor nach 8S. Akabori und K. Saito’). 
Beide Reaktionen setzen offenbar an den Wasserstoffatomen der 
Methanbriicken ein, doch entsteht hierbei kein Glaukobilin. Mit 
Bleitetraacetat in Eisessig kurz gekocht trat Farbenaufhellung 
ein; in den blaBgelben Liésungen wurde optische Aktivitat nicht 
gemessen und auch keine Krystallisation erzielt. 

Bei einem Versuche zur Dehydrierung mit Ascorbinsiure 
und Luftsauerstoff in Pyridin konnte nach 24 Stunden in der 
Kialte keine Reaktion festgestellt werden; die optische Aktivitiit 
der Lésung, welche das arithmetische Mittel aus den Ab- 
lenkungswinkeln des Stercobilins und der Ascorbinsaiure war, 
blieb unveraindert. Hier sei noch erwihnt, daB F. Lauersen 
und F. Sauerbruch?) gefunden haben, daB die Fluorescenzprobe 
mit Zinkacetat im Urobilinharn ausbleibt, wenn man diesem 
vorher Ascorbinsiure zusetzt. Wir fanden dies an alkoholischen 
Stercobilinlésungen bestitigt; jedoch tritt die Fluorescenz fast 
momentan auf, wenn man diese Probe ins Sonnenlicht hilt. 
Kine Reduktion des Stercobilins zu Stercobilinogen hatte jedoch 
bei Zugabe der Ascorbinsiurelésung nicht stattgefunden. 

Bei Wiederholung der Resorcinschmelze*) wurde festgestellt, 
daB die Hauptprodukte der Reaktion farblose Siuren mit intensiy 
positiver EKhrlichscher Aldehydreaktion sind. Sie sind leicht 
unter Braunrotfarbung autoxydabel, und es konnte weder eine 
sichere Krystallisation erzielt, noch eine optische Aktivitiit 
gemessen werden. Bei Wiederholung der Reduktion mit Eis- 
essig—Jodwasserstoffsiure und Phosphoniumjodid treten nach 
2 stiindigem Kochen noch keine basischen Bestandteile auf. Das 
angewandte Stercobilin ist quantitativ in farblose Siuren mit 
intensiv positiver Ehrlichscher Reaktion umgewandelt. Sie sind 
optisch aktiv und zeigen Drehwerte bis —0,7° (N&heres im 
Versuchsteil S. 275.) Sie sind gleichfalls sehr autoxydabel und 
waren nicht mit Sicherheit krystallisiert zu erhalten. Nach 
20 Stunden langem Kochen sind sehr geringe Mengen an 





1) Ber. chem. Ges. 68, 2245 (1930). 
2) Klin. Wschr. 15, 1137 (1936). 
5) H. Fischer u. H. Halbach, Diese Z. 238, 64 (1936). 
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basischen Anteilen vorhanden, die Hauptmenge besteht auch jetzt 
noch aus Sduren und die Drehwerte sind unveriindert. Wahr- 
scheinlich geht die Aufspaltung des Stercobilins hierbei im wesent- 
lichen nur bis zu den der Bilirubinsiure analogen 2kernigen 
Pyrrolderivaten. 

Versuche, 1kernige, optisch aktive Spaltprodukte zu isolieren, 
stoBen angesichts der geringen zur Verfiigung stehenden Material- 
mengen beim Stercobilin auf groBe Schwierigkeiten; sie sollen 
jedoch sofort wieder aufgenommen werden, sowie die nétigen 
Krfahrungen bei der Reduktion der Chlorophyliderivate vorliegen. 

EKinen weitgehenden Aufschlu8 iiber den Sitz der Zentren 
der optischen Aktivitét in den basischen Kernen I und IV ent- 
sprechend Formel (I) des Stercobilins gibt die Oxydation mit 
Chromtrioxyd und Schwefelsiure nach dem Vorgehen von 
H. Fischer und H. Wenderoth!), vgl. Tab. 1. 


Tabelle 1 


Aus je */1o99 Mol wurden erhalten (in mg): 












































Substanz Roh Basen Siuren 
Mesobilirubin . 550 174 281 
Bilirubin . 294 6 227 
Stereobilin ae ees S 567 38 452 
Stereobilin (aus '*/ 999 Mol) 571 39 473 


Das Meso-bilirubin gibt also in bekannter Weise in guter 
Ausbeute eine basische Fraktion, die ausschlieBlich aus Methyl- 
‘ithyl-malein-imid besteht und in der sauren Fraktion viel Himatin- 
siure. Beim Bilirubin werden die mit Vinylgruppen substituierten 
basischen Kerne vollstindig zu fliichtigen Saiuren oxydiert wie 
beim Protoporphyrin?). Diese Saéuren werden hier methodisch 
nicht erfaBt; aus den 6 mg der Basenfraktion war eine sehr ge- 
ringe Menge sublimierbares Krystallisat erhalten worden, welches 
kein Methyl-ithyl-malein-imid war. Auch beim Stercobilin ist die 
Menge der Basenfraktion gering und viel weniger als vorhanden 
sein mti®te, wenn auch nur einer der basischen Kerne zu Methyl- 
ithyl-malein-imid oxydiert worden wire. Zum Unterschied vom 
Meso-bilirubin und Bilirubin erscheinen hier auch die Oxydations- 
produkte der basischen Kerne als nichtfliichtige Siuren in der 
sauren Fraktion. 


') Liebigs Ann. 537, 170 (1939). 
*) H. Fischer u. H. Wenderoth, Liebigs Ann. 587, 170 (1939). 
18* 
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Die Basenfraktion aus Stercobilin stellt ein Ol dar, welches 
bei 80° im Hochvakuum langsam iiberdestilliert. Die  iiber- 
gegangenen Fraktionen der in T'ab. 1 angefiihrten beiden Ansiitze 
wurden miteinander vereint und in Alkohollésung polarisiert. 
Die blaBgelbe Loésung drehte stark rechts, beobachtet wurden 
Drehwinkel bis +2,2°. Das Ol zeigte keine Neigung zur Kry- 
stallisation. 


Wie aus der Tab. 1 zu entnehmen ist, betriigt die Ausbeute 
an der Siurefraktion beim Stercobilin fast das Doppelte von der 
beim Meso-bilirubin und Bilirubin. Es mu8 deshalb in dieser 
Siiurefraktion beim Stercobilin die Basenfraktion enthalten sein, 
die hier zu sauren Produkten oxydiert worden ist. Da die Basen- 
fraktion schon an sich optisch aktiv ist, tragt die alte Sterco- 
bilinformel I diesen experimentellen Resultaten noch Rechnung 
solange bis nachgewiesen ist, da die Siurefraktion auch optisch: 
aktives Material, welches aus den Kernen II oder III entstanden 
sein mu, enthalt. Die Substituenten simtlicher Kerne sind durch 
die Oxydation zu Glaukobilin [X« festgelegt und es wird sich 
deshalb fiir die Konstitutionsermittlung, insbesondere fiir den Sitz 
der iiberzihligen Wasserstoffatome, vor allen Dingen darum handeln, 
das basische Oxydationsprodukt zu fassen. Sollte es sich um 
Methyl-iithyl-bernsteinsaiure-imid oder -anhydrid handeln, so wiirde 
sich die Notwendigkeit einer Anderung der bisherigen Formel er- 
geben. Die Untersuchung ist beim Stercobilin natiirlich auBer- 
ordentlich erschwert durch die schlechten Ausbeuten bei der 
Oxydation und die Kostspieligkeit des Ausgangsmaterials. 


Die Saurefraktion ist ein von Krystallen durchsetztes dickes 
Ol. Die dligen Anteile sind optisch aktiv und zwar linksdrehend, 
wihrend die Krystalle als Bernsteinsiure identifiziert werden 
konnten. Kine weitere Krystallisation des 6éligen Anteiles trat 
bisher nicht ein und auf eine Sublimation wurde verzichtet, um 
nicht die optisch aktiven Substanzen zu gefahrden, die fiir die 
Aufklirung der Konstitution weitaus wichtiger sind. So wurde 
bis jetzt Himatinséure nicht gefunden. Von Bedeutung ist vor 
allem, daB auch bei tiefgreifenden Abbaureaktionen die optisch 
aktiven Zentren erhalten bleiben. 


Erwihnenswert ist noch, daB bei der Oxydation des Meso- 
bilirubins und des Bilirubins mit Chromtrioxyd in Schwefelsiure 
voriibergehend im Reaktionsgemisch positive Pentdyopentreaktion 
gefunden wird, was bei Stercobilin nicht der Fall ist. Eine Nach- 
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priifung der Angabe’), daB bei der Oxydation von Stercobilin in 
alkalischer Lésung Pentdyopent gefunden wird, hat ergeben, daB 
offenbar die Absorptionsbande des Natriumsalzes fiir eine damals 
noch nicht gut bekannte Pentdyopentbande gehalten wurde. Pent- 
dyopent entsteht weder aus Stercobilin, noch aus Stercobilinogen 
bei Oxydation in alkalischer Lésung mit Sauerstoff oder Wasser- 
stoffsuperoxyd. 

Die Krystallisation des Stercobilinogens ist in mehreren An- 
siitzen nicht gelungen. Dabei wurde festgestellt, daB die Kupfer- 
reaktion bei Stercobilinogen stets negativ ist wie auch beim Sterco- 
bilin selbst. Unter positiver Kupferreaktion verstehen wir hierbei 
das Auftreten eines 3bandigen Absorptionsspektrums mit der 
charakteristischen Absorption im Rot, unter negativer Reaktion 
das Auftreten nur einer Bande im Griin. Die Ausfiihrung der 
Reaktion und die Spektralbefunde sind im Versuchsteil auf S. 276 
ausfiihrlich beschrieben. 

Da Stercobilinogen, wie oben schon erwihnt, zu nur 20°/, 
in Stercobilin umgewandelt wird, war seine direkte Darstellung aus 
Kot sehr erwiinscht.* Hierbei stellte sich jedoch sofort heraus, daB 
bei dem farblosen Rohchromogen (vgl. S. 270), gleichgiiltig, ob 
dieses von Gesunden oder von Kranken gewonnen wurde, die 
Kupferreaktion stets positiv ausfallt. Es wurden nun 100 mg Meso- 
bilirubinogen zu einer Tagesportion Faeces beigemischt und auf- 
gearbeitet, wobei schlieBlich nur wenige typische Krystalle von 
Meso-bilirubinogen erhalten werden konnten, die von dem um- 
gebenden Ol nicht zu trennen waren. 

Zu der hiernach notwendigen weiteren Reinigung des Roh- 
chromogens wurde noch 2mal aus Essigester—Benzin umgefiallt. 
Die Fallung enthilt Gallensaiure, rotbraunen Farbstoff und ge- 
ringe Mengen der Chromogene, welche aus den Filtraten nach 
Kinengen wieder flockig abgeschieden werden. Diese Flocken 
werden mehrmals mit Benzin ausgekocht und dadurch eine rohe 
Trennung zwischen dem schwerer léslichen Stercobilinogen, welches 
ungelést zuriickbleibt und dem leichter léslichen Meso-bilirubinogen, 
welches aus den Lisungen hervorgeht, erreicht. Mit dem obigen, 
nach 2maliger Essigester—Benzin-Fillung erhaltenen Gemisch 
wurden folgende Versuche angestellt: 

a) Je 300 mg Meso-bilirubinogen und Chromogengemisch 
wurden nebeneinander mit konzentrierter Schwefelsiiure dehydriert. 


') H. Fischer u. H. Halbach, Diese Z. 238, 72 (1936). 
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Man erhialt schlieBlich aus Meso-bilirubinogen 100 mg Glauko- 
bilinester, aus dem Gengemisch blo8 65 mg vom gleichen Schmelz. 
_punkt. Beim Mischschmelzpunkt keine Depression. 

b) 0,6 g Gengemisch aus einem Fall mit himolytischem Ikterus 
und 2g von Normalen wurden mit Chromtrioxyd in Schwefel- 
siiure oxydiert. In beiden Fallen wurde aus den Basenfraktionen 
Methyl-athyl-malein-imid erhalten, identifiziert durch Schmelzpunkt 
und Mischschmelzprobe. Diesem beigemengt war ein nicht kry- 
stallisierendes Ol, welches optisch aktiv, und zwar rechtsdrehend ist. 

c) Die beim Stercobilinogen stets negative Kupferreaktion is 
hier stets positiv. 

d) Das fast farblose Rohchromogen zeigt in Chloroform 
nur schwache Linksdrehung. Bleibt diese Lésung einen Tag an 
der Luft stehen, so firbt sie sich rotbraun und mit Zunahme 
der Farbintensitait steigt das Drehvermégen an. Die Isolierung 
von Stercobilin-hydrochlorid mit den iiblichen optischen Kon- 
stanten gelingt ohne Schwierigkeit. 

Hieraus, vor allem aus der 'l'atsache, daB das gleiche Rob- 
chromogen einerseits Stercobilin liefert, andererseits zu Methy|- 
ithyl-malein-imid oxydiert werden kann, welches weder aus Sterev- 
bilin noch aus Stercobilinogen, worum sich schon H. Fischer und 
H. Halbach (a. a. 0.) vergeblich bemiihten, erhalten werden kann, 
ergibt sich: 

In den untersuchten Fallen war das ,,Urobilinogen“ der Faeces 
ein Gemisch von Stercobilinogen und Meso-bilirubinogen [X @ (II). 
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Verschiedentlich sind auch nach weiteren Reinigungsversuchen 
krystallisierte Praparate erhalten worden. Eines davon zeigte einen 
Schmelzpunkt von 192° nach Sintern ab 160° und positive Kupfer- 
reaktion, jedoch nicht die Krystallform des Meso-bilirubinogens IX «; 
ein anderes wies zwar die charakteristische Krystallform auf, konnte 
jedoch nicht aus den 6ligen Mutterlaugen isoliert werden. Die 
einwandfreie Identifizierung durch Mischschmelzprobe mit dem 
bei 202° schmelzenden Mesobilirubinogen IX @ steht somit noch aus. 
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Aus der Menge des erhaltenen Methyl-iithyl-malein-imids 
iaBt sich ferner abschitzen, daB in den untersuchten Fallen tiber- 
wiegend Stercobilinogen ausgeschieden wurde und da das Meso- 
bilirubinogen 1X an Menge stark zuriicktrat. Die 2g Gen aus den 
normalen Faeces gaben 162 mg rohe Basenfraktion, wovon 130 mg 
iibersublimierten, in denen nach mechanischer Abtrennung vom Ol 
80 mg Krystalle enthalten waren, das ist etwa 1/, der aus reinem 
Meso-bilirubinogen zu erwartenden Menge. Beim himolytischen 
[kterus wurde die Menge des Meso-bilirubinogens auf etwa 1/,, 
des urspriinglichen Gemisches geschitzt. 

AuBer diesen beiden Chromogenen treten andere nicht auf. 
Nach dem Verhalten von Himoglobin im Darm, wobei schlieBlich 
das Protoporphyrin mit 2 Vinylgruppen teilweise unverindert 
bleibt, zum Teil unter Abspaltung der Vinylgruppen in Deutero- 
porphyrin umgewandelt wird und nur wenig Mesoporphyrin’) ent- 
steht, kénnte noch ein hypothetisches Deutero-bilirubinogen (III) 
oder ein Bilirubinogen ([V) mit 2 Vinylgruppen vorkommen. Frei- 
lich ist auch die chemische Reaktionsfaihigkeit der Vinylgruppen 
im Porphinring verschieden von denen im Bilirubin’). Bei Vor- 
handensein eines Deutero-bilirubinogens sollte bei der Chromsiure- 
oxydation Citraconimid gefunden werden und bei der Schwefel- 
siureoxydation ein Deutero-glaukobilin. Gegen das Vorkommen 
eines Bilirubinogens spricht die Lage der Banden bei der Kupfer- 
reaktion, welche bei Gegenwart von Vinylgruppen deutlich nach 
Rot verschoben sein miiBten. Man wird jedoch auf dieses Problem 
in Zukunft noch zu achten haben. 

Die Stammsubstanz des Stercobilinogens und Meso-bilirubino- 
vens der Faeces ist wahrscheinlich das Bilirubin, welches beim 
himolytischen ikterus zum Teil den Darm passiert, ohne von 
den Bakterien reduziert zu werden. Eine endgiiltige Entscheidung 
wird sich dariiber erst erbringen lassen, wenn es gelingt, die 
Bakterienkulturversuche von H. Kimmerer und K. Miller®) im 
priparativen Mafstab durchzufiihren und mit zugesetzter Galle 
oder Bilirubin das optisch aktive Stercobilin zu isolieren. Aus den 
ausgeschiedenen Mengen der Chromogene, die nach praparativem 
Vergleich und nach stufenphotometrischer Bestimmung nach 
L. Heilmeyer‘) geschitzt wurden und beim himolytischen Ikterus — 


1) K. Zeile u. B. Rau, Diese Z. 250, 213 (1937). 

*) H. Fischer, Diese Z. 82, 97 (1912). 

3) Dtsch. Arch. klin. Med. 141, 318 (1923). 

4) Medizinische Spektrophotometrie, Jena 1933, S. 219. 
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in den vorliegenden Fallen etwa das 5—8fache des Normalen 
(etwa 150 mg) betrugen, kann man ableiten, daB die Darmbakterien, 
von Bilirubin in der Verteilungsform’), wie sie in der Galle vor- 
liegt, tiglich etwa 0,7—1,2 g reduzieren kénnen; was dariiber 
hinaus noch vorhanden ist, geht unveriindert durch. Bei einem 
Fall von hamolytischem Icterus wurde auch das Porphyrin in 
den Faeces isoliert. Der Patient war von Herrn Dr. Schuler, 
Bonn, auf fleisch- und chlorophyllfreie Kost gesetzt worden?) und 
als einziges Porphyrin war Koproporphyrin I vorhanden. Bei 
einem zweiten analog erndhrten Patienten wurde spektroskopiscl 
gleichfalls nur Koproporphyrin nachgewiesen’*). 

Die Porphyrine waren den frisch dargestellten Alkohol— 
Ather-Extrakten durch Ausschiitteln mit 2n-Salzsiure entzogen 
worden; hierbei geht etwas Chromogen in die salzsaure Lésung, 
die sich rasch violettrot firbt und bei schneller Verarbeitung 
nach C. J. Watson‘) wurde hierin noch das Kopro-meso-biliviolin 
nachgewiesen. Da diese Ausziige (auch bei normalem Faeces war 
das gleiche der Fall) fast farblos sind, wird hier die Natur des 
Kopro-meso-biliviolins als die eines nachtriglich entstandenen 
Autoxydationsproduktes deutlich. Umgekehrt enthalten auch die 
bei C. J. Watsons Darstellungsverfahren des Stercobilins ver- 
wendeten Gallenfarbstofflésungen in Essigsiure und 1°/, iger Salz- 
saiure auch nach tagelangem Stehen noch die EKhrlich-positiven 
Chromogene. Bei ihrem Nachweis diirfen die Lésungen aus den 
Faeces nicht mit Chloroform ausgeschiittelt werden, da_hierbei 
die von H. Fischer und F. Meyer-Betz*) beim Harn _be- 
schriebene Erscheinung eintritt, daf die Ehrlichsche Reaktion 
negativ ausfallt. Die Ursache dieser Erscheinung (Gallensiuren ?) 
ist unbekannt®). Beim Ausschiitteln mit Essigester, Ather oder 
Petrolaither tritt diese Erscheinung nicht auf, und aus diesem 
Grunde wurde bei dem Darstellungsverfahren Chloroform stets 
vermieden. Die verschiedene Autoxydationsgeschwindigkeit der 
salzsauren Loésungen ist eine der Ursachen fiir die Ausbeuten- 





1) Kai O. Pedersen u. J. Waldenstrém, Diese Z. 246, 152 (1937). 

*) Uber die medizinischen Befunde erscheint eine eigene Arbeit von 
Herrn Dr. Schuler. 

*) Vgl. hierzu auch C. J. Watson, J. clin. Invest. (Am.) 14, 110 (1935); 
16, 383 (1937); K. Dobriner u. Mitarb., Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. (Am.) 
36, 755 (1937). 

4) Diese Z. 221, 151 (1933). 

5) Diese Z. 7, 247 (1911). 

6) Vgl. auch H. Fischer, Diese Z. 73, 237 (1911). 
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schwankung bei Darstellung des Stercobilins nach C. J. Watsons 
Verfahren; die andere allgemeine Ursache der Ausbeutenschwan- 
kungen ist wahrscheinlich in einem Wechsel des Mengenverhilt- 
nisses von Stercobilinogen und Meso-bilirubinogen IX @ zu suchen. 
In Siuglingsstiihlen ist die reduzierende Tiitigkeit der Darm- 
bakterien viel geringer (bei Brustmilchkindern besteht die Darm- 
bakterienflora vorwiegend aus B. bifidus) und es sollte vornehm- 
lich Mesobilirubinogen vorhanden sein. Die Untersuchung wurde 
hegonnen. 

Kinige orientierende Versuche iiber die Ausscheidung von 
Gallenfarbstoffen, die mit noch unvollkommener Methodik durch- 
gefiihrt wurden, haben folgendes gezeigt: Bei EKinnahme von je 
0,7 g Bilirubin bzw. Mesobilirubin (in 1/,, n-Natronlauge gelést 
und mit Milch verdiinnt) passieren die Farbstoffe teilweise un- 
veriindert den Darm und kénnen aus den schén orange bzw. 
selbgefarbten Faeces in geringer Menge wieder isoliert werden. 
Der gréB8ere Teil entzog sich jedoch dem Nachweis. Urobilinogen 
und Urobilin erschienen nicht im Harn. Bei Einnahme von 0,1 g 
Stercobilin-hydrochlorid tritt nach 6 Stunden im Harn eine blab- 
rosa Ehrlichsche Aldehydreaktion auf, die nach 20 Stunden 
wieder verschwindet. Die Schlesingersche Reaktion war in 
frischem Harn negativ. Die sehr kleine Farbstoffmenge reichte 
nicht zu einer polarimetrischen Bestimmung nach Autoxydation. 
Von Interesse ist, daB der Farbstoff im Harn als reduzierte 
Leukoverbindung ausgeschieden wird, wobei die Reduktion in 
diesem Fall vielleicht auch in der Leber stattgefunden haben kann. 

Eine gesunde Versuchsperson erhielt 0,4 g noch etwas gallen- 
siurehaltiges Rohchromogen peroral unter gleichzeitiger Kinnahme 
von Weintraubenkernen zur Abgrenzung der Faeces. Die Ehr- 
lichsche Reaktion im Urin war nach 2 Stunden hellrot und nach 
6 Stunden tiefdunkelrot. Dieser Zustand blieb 2 Tage lang be- 
stehen, und zwar noch 18 Stunden, nachdem die abgegrenzten 
Faeces den Darm verlassen hatten. Am dritten Tage war die 
Khrlichsche Aldehydreaktion noch schén hellrot, am vierten 
frih schwach rosa und verschwand gegen Mittag des vierten 
Tages. Das Chromogen wird offenbar sofort resorbiert, gelangt in 
die Leber und von dort zum Teil in den groBen Kreislauf und 
in den Urin, waihrend ein anderer Teil wieder mit der Galle in 
den Darm gelangt, worauf das Spiel von neuem beginnen kann 
in Ubereinstimmung mit der Theorie vom enterohepatischen Kreis- 
lauf des Urobilinogens nach F. von Miiller. 
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Es fragt sich nun, wie eigentlich die Urobilinogenurie be; 
Lebererkrankungen zustande kommt. Die Vermehrung der Chromo- 
gene in den Faeces kann allein noch nicht die Ursache sein fiir 
das Auftreten der groBen Mengen Urobilin im Harn, denn bei 
den untersuchten Fallen von himolytischem Ikterus war dieses 
im Harn nicht oder nur wenig vermehrt. Der rasche Beginn der 
Ausscheidung bei obigem Fiitterungsversuch mit dem gallensiure- 
haltigen Rohchromogen zeigt, daf die Ausscheidung gleich nach 
der Resorption begonnen hat; andererseits ist bekannt, daB eine 
Resorption in den unteren Abschnitten des Dickdarmes, wohin 
man die Entstehung des Urobilinogengemisches verlegt, sehr gering 
ist. Wird vielleicht doch im pathologischen Geschehen die Reduktion 
gelegentlich in der Leber vorgenommen oder sind lediglich die 
Resorptionsverhiltnisse im Darm vollkommen verindert? Welche 
Rolle spielen die Gallensiiuren und das Cholesterin, auf deren Be- 
teiligung am Zustandekommen der Urobilinogenurie H. Fischer’) 
nachdriicklich hingewiesen hat? Diese Fragen sind noch ungeklirt. 

Krystallisiertes ,,Urobilin“ aus Harn war von C. J. Watson? 
dargestellt und seine Identitiéit mit Stercobilin gezeigt worden 
durch Vergleich der Hydrobromide und der Ferrichloridkomplex- 
verbindungen*), was eine Unterscheidung von Urobilin [Xa er- 
méglicht. Spater hat C. J. Watson‘) auch die Fischersche Dar- 
stellung von Meso-bilirubinogen aus Harn wiederholt und aus dem 
gleichen Harn auch Stercobilin-hydrochlorid erhalten. Uns stand 
leider kein passender Urin zur Verfiigung, um auch noch die 
Drehung des Stercobilins aus Harn messen zu kénnen, doch war ein 


Watsonsches Originalpriparat optisch aktiv, — m¥ — — 1520°. 

Zu der Frage, ob im pathologischen Urin stets ein Gemisch 
vorliegt oder ob gelegentlich nur Meso-bilirubinogen IX q@ oder nur 
Stercobilinogen ausgeschieden wird, sind noch weitere Unter- 
suchungen notwendig. Eine alte Beobachtung von K. Hoesch°) 
spricht dafiir, daB die beiden auch getrennt vorkommen kénnen. 
Er beobachtete, daB die Autoxydationsgeschwindigkeit verschieden 
hoch ist bei den Urobilinogenharnen, und daB in einem Teil der 
Urine die Meso-biliviolin-Reaktion mit Ferrichlorid und Salzsiure 
nach H. Fischer und G. Niemann®) positiv ist, in anderen 





1) Diese Z. 73, 213 (1911); ferner auch diese Z. 75, 252, (1911). 

*) Diese Z. 221, 145 (1933). 8) Diese Z. 233, 39 (1935). 
*) J. of Biol. Chem. 114, 47 (1936). 

5) Biochem. Z. 167, 110 (1925). 6) Diese Z. 137, 309 (1924). 
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dagegen nicht. Wie soeben erwihnt wurde, fand C. J. Watson 
(a. a. O.), daB in der Hitze aus Stercobilin mit Ferrichlorid in 
salzsaurer Losung nur ein Ferrichloridkomplexsalz entsteht. Meso- 
bilirubinogen gibt dagegen unter diesen Bedingungen Mesobiliviolin. 
Wir haben hierzu noch festgestellt, da8 sich das Stercobilinogen 
ebenso verhalt wie das Stercobilin, was von vornherein ja nicht fest- 
stand, und also kein Mesobiliviolin gibt. EKinzelheiten finden sichim 
Versuchsteil (S. 276). Eine solche Unterscheidung zwischen Sterco- 
bilinogen und Mesobilirubinogen IX a, welche auch mit der Kupfer- 
reaktion durchgefiihrt werden kann, kénnte eventuell auch von 
klinisch-diagnostischer Bedeutung werden. 


Den Herren Diena-Turin, H.Eppinger-Wien, K.Hoffmann- 
Bonn, P. Martini-Bonn, D. Roller-Wien, K. A,Seggel- Leipzig, 
B. Schuler-Bonn, E. C. Vigliani-Turin und J. Waldenstrém- 
Uppsala sind wir sehr zu Dank verpflichtet fiir die Vermittlung 
und Zusendung von Faeces bei himolytischem Ikterus. 


Versuche 


1. Darstellung von Stercobilin-hydrochlorid und anderen Pyrrol- 
farbstoffen aus Faeces. Médglichst frischer Kot wird in Portionen von 
1000—1500 g mit 30—50 cem 20°/,iger Weinsiurelésung angesiiuert, je nach 
Feuchtigkeitsgehalt mit 200—500 ccm Alkohol zu einem dicken Brei verriihrt, 
mit 1—11/, Liter Ather versetzt, gut durechgequirlt und nach Abschépfen des 
Athers und Alkokols noch 1—2 mal in gleicher Weise extrahiert. Dann 
werden von neuem 200—300 cem Alkohol zugesetzt, dann wird abermals 
mit Ather extrahiert usw., bis 2cem des Extraktes, mit einigen Tropfen 
Ehrlichs Reagens versetzt und mit Alkohol verdiinnt, nur noch schwache 
Rotfirbung zeigen. Zur Ersparnis von Lésungsmitteln wird kontinuierlich 
gearbeitet und eventuell auf vollstindige Extraktion verzichtet. Die ver- 
einigten Ausziige werden filtriert und etwa '/, Stunde stehen gelassen, 
wobei sich etwas Wasser absetzt. Von diesem wird abgegossen und die bei 
frischem Kot hellgelb, bei ailterem braunrot gefiarbte Lésung auf Aluminium- 
oxyd (Aluminium oxydatum anhydricum puriss. Merck) aufgegossen und 
kriftig umgerihrt. Nach Absitzen wird die iiberstehende Lésung dekantiert 
und von neuem mit frischem Aluminiumoxyd adsorbiert. Nach 3—4 maliger 
Adsorption zeigt die Lésung keine Ehrlichsche Reaktion mehr. Arbeitet 
man vornehmlich auf die Isolierung der Leukoverbindungen hin, so wird 
das Aluminiumoxyd vorher im Hochvakuum entgast und mit Stickstoff 
gesittigt, sowie das Adsorbat méglichst rasch weiter verarbeitet; wiinscht 
man dagegen das Stercobilin zu erhalten, so laiBt man die Adsorbate 
3—5 Tage mit Ather bedeckt an einem dunklen Ort stehen. 

Die vereinigten Aluminiumoxydadsorbate werden danach in einem 
3—5 em hoch mit frischem Aluminiumoxyd beschickten Adsorptionsrohr 
(dieses hatte 60 em Linge bei 11 cm Innendurchmesser und war nach unten 
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durch eine 1 cm starke Platte aus pordsem Filterstein abgeschlossen) ge. 
sammelt und sehr griindlich mit Ather zwecks Entfernung von Fett usv, 
durchgewaschen. Wenn die letzten Anteile des Waschithers im Aluminium. 
oxyd eben verschwunden sind, wird vorsichtig 2°/,iges Ammoniakwasser 
aufgegossen, welches die Gallenfarbstoffe herauslést. Die tief braunrot ge- 
fiirbte ammoniakalische Lésung (= Ammoniaklésung 1) wird mit 4n-Schwefel- 
siure unter Innenkiihlung mit Eis bis zur eben kongograublauen Reaktion 
angesiuert und ausgeithert. 

Der Ather enthilt nunmehr die Chromogene und geringe Mengen 
rotbrauner Farbstoffe. Es wird von neuem adsorbiert, gewaschen und 
eluiert wie beschrieben und man erhilt so Ammoniaklésung 2. Die schwefel- 
saure Lésung enthilt das Stercobilin neben rotbraunen, nicht krystallisieren- 
den Farbstoffen. Sie wird mit 1/, ihres Volumens konzentrierter Salzsiiure 
versetzt, einmal mit Chloroform ausgeschiittelt, nach dessen Abtrennuny 
mit 20°/, Ammoniumsulfat versetzt und noch 3—4mal mit Chloroform 
ausgezogen. Die vereinigten Chloroformlésungen (= Chloroformlésung 1) 
werden filtriert und 3 mal mit '/; ihres Volumens 25°/,iger Salzsiure aus 
geschiittelt. Diese salzsaure Lésung des Stercobilin-hydrochlorids wird mit 
dem 3 fachen Volumen Wasser verdiinnt und nunmehr 4—5 mal mit Chloro- 
form ausgeschiittelt (= Chloroformlésung 2). Die Ammoniaklésung 2 wird 
angesiiuert und ausgeiithert wie oben. Aus der wiBrigen Schicht wird das 
Stercobilin-hydrochlorid wiederum mit Chloroform ausgeschiittelt und so 
Chloroformlésung 3 erhalten. Die Chloroformlésungen 2 und 3 werden 
nunmehr vereinigt und das Stercobilin unter Vermeidung heftigen Schiittelns 
mit 2 n-Natronlauge ausgezogen, die alkalische Lésung mit konzentrierter 
Salzsiiure auf einen Gehalt von 6°/, eingestellt und das Stercobilin-hydro- 
chlorid erneut in Chloroform aufgenommen (= Chloroformlésung 4). Aus 
dieser krystallisiert nach Trocknen mit Natriumsulfat und Einengen bei 
schwachem Unterdruck und 50° Badtemperatur auf ein kleines Volumen 
das Stercobilin-hydrochlorid spontan aus. Es wird noch 2—3 mal aus 
Chloroform umkrystallisiert. Die fatherische Lésung der Chromogene wird 
gleichfalls im Vakuum bis zur Trockne abdestilliert, der zihe dunkle Riick- 
stand in siedendem Essigester gelést und in die 10 fache Menge siedendes 
Benzin vom Siedep. 60—70° eingegossen. Von der Fillung wird sofort 
filtriert und die gelbrote Lésung im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der 
Riickstand soll flockig oder schaumig und nur schwach gefirbt sein; er 
stellt das Rohchromogen dar. 

Die Ausbeuten betragen etwa 500 mg bei 50° im Hochvakuum ge- 
trocknetes Stercobilin-hydrochlorid und etwa 1g Rohchromogen aus 5 kg 
Kot. Bei haimolytischem Ikterus wurden einmal wihrend einer 10tigigen 
Ausscheidungsperiode 960 mg Stercobilin-hydrochlorid erhalten; bei einem 
anderen Fall’) aus 4,8 kg wihrend einer 27tigigen Periode ausgeschiedener 
Faeces, welche bilirubinarm waren, 1,7 g Stercobilin-hydrochlorid und 
9,6 g Rohchromogen. 


') Klinische Einzelheiten hieriiber vgl. Dissertation Falk, ,,Milz- 
exstirpation als Behandlungsverfahren bei Blutkrankheiten“, Leipzig 1939; 
Tab. 1, Fall 2 und Kurvenbilder 1 und 2, sowie Rieder u. Seggel, ,,Indi- 
cationsstellung und Dauererfolge bei Milzexstirpation“, Med. Klin. in Druck; 
Fig. 2 und 2a. 
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a 


Von den in Faeces enthaltenen Porphyrinen findet sich ein Teil noch 
in der Essigester-Benzin-Fallung. Wiinscht man Porphyrine zu isolieren, 
so muB der Faecesextrakt selbst erst mehrmals mit Wasser vorsichtig ge- 
waschen werden, worauf man durch Ausschiitteln mit 2 n-Salzsiure die 
Porphyrine entfernt. Die itherische Lésung der Gallenfarbstoffe wird dann 
noch einmal mit Wasser gewaschen und danach das Adsorptionsverfahren 
begonnen. Aus 3 Tagesportionen Faeces bei himolytischem Ikterus wurden 
nach tblicher Fraktionierung 0,52 mg mit etwas fettigen Substanzen ver- 
unreinigter Koproporphyrin I-ester erhalten vom Schmelzp. 238°, nach 
3maligem Umkrystallisieren Schmelzp. 249°. 

Zur Darstellung von Bilirubin, welches nur spurenweise bei der Be- 
handlung mit Ather-Alkohol gelést wird und an den Extraktionsriickstiinden 
adsorbiert bleibt, werden diese getrocknet und fein gepulvert. Durch 
Extraktion des Trockenpulvers mit Petroliither werden geringe Mengen 
Fettsubstanzen entfernt; danach wird mit Ather extrahiert, wobei neben 
nicht niéher untersuchten, fettartigen Substanzen auch etwas Bilirubin heraus- 
gelist wird. SchlieBlich wird die Hauptmenge des Bilirubins durch Extraktion 
mit Chloroform gewonnen, abgesaugt, mit dem aus Ather ausgefallenen 
Bilirubin vereinigt und durch Umkrystallisation aus Chloroform gereinigt. 


2. Charakterisierung des Bilirubins. Es ist fast unléslich in Chloro- 
form und Pyridin, hellorangerot gefiirbt und schlecht krystallisiert. Zur 
Analyse wurde bei 50° im Hochvakuum getrocknet. 


3,755 mg Subst.: 9,243 mg CO,, 1,995 mg H,O. — 3,045 mg Subst.: 
0,273 cem N, (21°, 717 mm). 
C,3H,,0,N, (584,32) ° Ber. C 67,77 H 6,21. N 9,58 
Gef. ,, 67,138 ,, 5,95 ,, 9,82. 


85 mg dieses Bilirubins gaben bei Oxydation mit Salpetersiure kein 
Methyl-ithyl-malein-imid. 1 g wird bei Zimmertemperatur von 6850 cem 
Chloroform geldst. 

Die Chloroformlésung zeigt in einer Konzentration von 14,6 mg in 
100 eem in einer Schichtliinge von 40 em bei weiBem Licht keine Drehung. 
142 mg wurden in 10 ccm ’/,,n-Natronlauge gelést und mit 0,5 cem vor- 
hydriertem, 1°/,igem kolloidalem Palladiumkatalysator hydriert. Wasserstoff- 
aufnahme berechnet 12,9ccem; Hydrierung unterbrochen bei einer Wasserstoff- 
aufnahme von 13,0cem. Nach iiblicher Aufarbeitung wurde in einer Ausbeute 
von 46,2°/, Meso-bilirubin erhalten. Die erste Krystallisation betrug 44 mg; 
Schmelzp. 312° (korr.) unter Zersetzung. Die Krystallisation aus den Mutter- 
laugen 21,6 mg; Schmelzp. 301° (unter Zers). Das Meso-bilirubin ist in Chloro- 
formlésung bei einer Konzentration von 360 mg in 100 cem bei weibem 
Licht und 10 em Schichtliinge optisch inaktiv. 

Aus 10 mg der Erstkrystallisation wurden mit Methanol-Chlorwasser- 
stoff 6 mg Meso-bilirubin-dimethylester-hydrochlorid vom Schmelzp. 186° 
erhalten. Sie gaben beim Mischschmelzpunkt mit Meso-bilirubin-dimethy]- 
ester-hydrochlorid IX« keine Depression. 


3. Darstellung von Stercobilin aus seinem Hydrochlorid. Das 
frisch umkrystallisierte Stercobilin-hydrochlorid enthilt Krystallchloroform, 
welches beim Lésen in Natronlauge als solches zuriickbleibt und beim 
Erhitzen des Stercobilin-hydrochlorids mit konzentrierter Schwefelsiure 
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Phosgen entwickelt. 0,47059 g verlieren beim Konstanttrocknen im Hoc). 
vakuum bei 100° 0,14928 g an Gewicht = 25,09°/,. Einem Gehalt von 23,88” | 
Chloroform entspricht 1'/, Mol; ein Gehalt von 27,57°/, wiirde 2 Mol ent. 
sprechen. Das Krystalichloroform wird bereits bei Zimmertemperatur an der 
Luft teilweise abgegeben. 

Die Krystallchloroformverbindung des freien Stercobilins wird folgender 
mafen hergestellt: Das Hydrochlorid wird in '/,n-Natronlauge gelést, mit 
Essigsiure eben angesiuert und die gelbrote Fillung in wenig Chloroform 
aufgenommen und dieses rasch filtriert. Die Chloroformlésung wird auf 
etwa 40° erwirmt, 5 Minuten lang mit Calciumchlorid unter Umschwenken 
getrocknet und von neuem sofort filtriert. Beim Erkalten krystallisiert die 
sehr schwer lésliche Krystallchloroformverbindung aus. Durch Einengen 
der Mutterlauge kann eine weitere Menge gewonnen werden, jedoch sind 
die letzten Krystallisate gewéhnlich verschmiert und werden dann wieder 
in das Hydrochlorid zuriickverwandelt. 0,534 g frisch dargestellte Krystall- 
chloroformyerbindung verlieren bei 50° im Hochvakuum in 2 Stunden 
0,117 g an Gewicht, entsprechend einem Krystallchloroformgehalt von 
21,9°/,. Sie enthaélt danach noch 3,61°/, Chlor. 


10,755 mg Subst.: 1,569 mg AgCl = 3,61°/, Cl. 


200 mg dieses Produktes werden in einem Gemisch von 10 cem Aceton 
und 20 cem Methylal am RiickfluBkiihler gekocht. Die langgestreckten 
Nadeln der krystallchloroformhaltigen Verbindung verwandeln sich dabei 
in die kurzen derben Prismen der freien Siure. Der Endpunkt der Un- 
wandlung gibt sich durch heftiges StoBen zu erkennen und wird durch 
mikroskopische Beobachtung kontrolliert. Ausbeute 180—190 mg. Schmelz- 
punkt 236° (korr.). Die freie Siure ist nur dann vollig rein, wenn sie sich 
beim Erhitzen erst héchstens 3—4° vor dem Schmelzpunkt verfiirbt. Sie 
konnte bisher noch nicht weiter umkrystallisiert werden. 


4,125 mg Subst.: 10,110 mg CO,, 2,860 mg H,O, 0,010 mg Asche. 
2,356 mg Subst.: 0,201 cem N, (23°, 722 mm). — 22,440 mg Subst.: 0,080 mg 
AgCl. 

C3H,.O,N, (594,40) Ber. C 66,62 H 7,80 N 9,43 C10,00 Asche 0,00 
Gef. ,, 66,84 ,, 7,78 ,, 9,35 ,, 0,08 ,, 0,24. 


Durch Erhitzen der krystallchloroformhaltigen Priparate im Hoch- 
vakuum allein laBt sich das Chlor auch nach Tagen nicht entfernen. Bei 
65° 10 Minuten im Hochvakuum getrocknet, gab das Priiparat folgende 
Analysenwerte: 

4,698 mg Subst.: 10,125 mg CO,, 2,980 mg H,O. — 2,880 mg Subst.: 
0,232 cm N, (25°, 707 mm). — 12,653 mg Subst.: 6,200 mg AgCl. 

Gef. CC 58,78 H 7,09 N 8,56 Cl 12,12. 


Nach 5tigigem Trocknen bei 100° im Hochvakuum ergab das gleiche 
Priparat folgende Werte: 


5,055 mg Subst.: 12,110 mg CO,, 3,600 mg H,O. — 2,511 mg Subst.: 
0,220 cem N, (23°, 707 mm). — 10,302 mg Subst.: 0,220 mg AgCl. 


Gef. C 65,34 H7%97 N 9,40 Cl 0,53. 











10 | 


Los 
nacl 
Lis 
hyd 
Ster 


ess} 
2 St 
4 At 
verb 
acet: 


essig 


. Max 


fiir 
wen 
verb 


und 


CAS » 
ges¢ 


Schn 


nich 


chlor 
Pyri 
aus 


i— 


bind 


veri 
erhil 








der 
mit 
‘orm 
auf 
ken 
die 
gen 
sind 
ader 
tall- 
iden 
von 


eton 
cten 
abei 
m- 
rch 
elz- 
sich 

Sie 


mg 


00 
24. 


ych- 
Bei 
nde 


yst.: 


che 


St: 





Zur Kenntnis des Stercobilins 


4. Polarimetrische Messungen 




















Tabelle 2 
Konzen- « beobachtet [ 690-720 my 
tration Lésungsmittel 10 em Schicht | ¢*/20° 
mg/100 cm in ° in ° 
I 115,00 Ameisensiure ...... + 0,26 + 256 
2 98,30 ee — 0,25 — 254 
8 100,00 Eisessig + Ameisensiiure 1:1 + 0,26 + 260 
4 46,50 Chloroform z. A. Merck. . — 0,15 — 322 
5 100,60 1/,n-Natronlauge.... . — 0,14 — 1389 
( 426,30 38°/,ige Salzsiure ... . + 0,14 + 32,8 
71 ,,Zn-Salz“ - , — 0,08 — 
8 19,80 Chloroform z.A...... — 0,34 — 1710 
9} 38,60 Chloroform z A... ... {| — 0,59_ — 1520 
r.7989 mu 
L®J2y0 — 
10 | 41,29 | Chloroformz A... ...{ — 1,59 | — 3850 


Nr. 1—6 ist die reine freie Siure vom Schmelzp. 236°; Nr. 7 ist eine 
Lisung von 15,84 mg der reinen Siure in 5 cem 96°/,igem Athylalkohol 
nach Zugabe von 20 mg Zinkacetat in 1 cem 2n-Ammoniakwasser. Diese 
Lisung fluoresciert erst bei Verdiinnung. Nr. 8 und 10 ist Stercobilin- 
hydrochlorid aus Faeces, Nr. 9 das von C.J. Watson aus Urin isolierte 
Stercobilin-hydrochlorid. 

5. Einige Dehydrierungsversuche. — a) Mit Silberacetat in His- 
essig. 20mg Stercobilin wurden mit 22 mg Silberacetat in 10 cem Eisessig 
2 Stunden lang gekocht. Die angewandte Menge Silberacetat entspricht 
4 Atomen Wasserstoff. Zur Titration des ausgeschiedenen Silbers wurden 
verbraucht 6,6 cem n/50-Ammoniumrhodanidlésung, entsprechend einem Silber- 
acetatverbrauch von 20,8 mg = 94,5°/,. Die braunrote Lésung hat in Kis- 
essig-Ather folgendes Spektrum: I. 558—536; II. asymmetrisch 518—542; 


» Maximum bei 492 mu. Der neue Farbstoff wird nicht krystallisiert erhalten; 


fiir polarimetrische Messungen sind die Lésungen zu tief gefirbt. Bei An- 
wendung von 8 Mol Silberacetat werden auch diese in 6 Stunden quantitativ 
verbraucht. 

b) Mit Palladium und Maleinséiureanhydrid. 5 mg Stercobilin 
und 50 mg Maleinsiureanhydrid werden mit 5 mg Palladium 2 Stunden bei 100° 
geschiittelt. Die Hauptmenge des Umsetzungsproduktes besteht aus braunen 
Schmieren, die gelbe Restmenge ist schwach linksdrehend und wahrscheinlich 
nicht umgesetztes Stercobilin. 

ec) Mit Ascorbinsiure in Pyridin. 82,0 mg Stercobilin-hydro- 
chlorid in 20 eem Pyridin (a = — 0,90°) und 35 mg Ascorbinsiure in 20 ccm 
Pyridin (a = + 0,24°) werden gemischt. Die Mischung dreht dann « = — 0,34°; 
aus den Drehwerten vor der Mischung berechnet ergibt sich « = '/, 
‘(— 0,90° + 0,24°) = — 0,88° Dies spricht gegen das Bestehen einer Ver- 
bindung der beiden Komponenten in Pyridin. 

Nach 12stiindigem Luftdurchleiten in der Kilte ist das Spektrum un- 
veriindert und der Drehwinkel «= —0,32°. Bei Aufarbeitung der Lésung 
erhalt man 25 mg Stercobilin-hydrochlorid zuriick. 
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6. Oxydation des Stercobilins mit Chromtrioxyd und Schwefel. 
saure. Die Oxydation wurde durchgefiihrt nach der Vorschrift you 
H. Fischer und H. Wenderoth’). Fiir die Gallenfarbstoffe Stercobilin, 
Meso-bilirubin und Bilirubin ist bereits 1,1 g Chromtrioxyd auf '/,59) Mol zur 
vollstiindigen Oxydation ausreichend. 594,4 mg Stercobilin werden in 25 ecm 
50 vol.-°/,iger Schwefelsiiure gelést, mit 25 ¢ Eis unter Riihren versetzt und 
unter Eis-Kochsalz-Kthlung bei — 15° im Laufe '/, Stunde lleem 10°/,ige 
Chromtrioxydlésung in Wasser eingetropft und '/, Stunde bei — 15°, eine weitere 
Stunde bei 0° und noch 1Stunde bei Zimmertemperatur weitergeriilrt, 
mit 150 cem Wasser verdiinnt und im Kutscher-Steudel-Apparat aus- 
geiithert. Nach Verdampfen des Athers wird der Riickstand in Wasser 
unter Zusatz von etwas Soda bis zur deutlich alkalischen Reaktion gelist, 
die Basenfraktion ausgeithert, danach angesiiuert und die Siiurefraktion 
ausgeithert. Die Ergebnisse sind bereits in Tab. 1 S. 261 zusammengestellt. 
Die vereinigten Basenfraktionen aus insgesamt 1,37 g Stercobilin bilden, im 
Hochvakuum iiberdestilliert, ein schwach gelbes Ol, welches, in etwa 0,4 cen 
Alkohol gelést, stark nach rechts dreht, ” eats ues 589 my 4.9.99 

Die gesamte Siiurefraktion dreht in 2 ecem Wasser schwach links, 
etwa —0,4°. Aus ihrer wiBrigen Lisung fillt mit Bleiacetat bei schwach 
saurer Reaktion (pq etwa = 3,5 —4; Mercks Universalindicatorpapier 
schwach orange gefirbt) zuniichst Bleioxalat aus. Bei dessen Zerlegung 
werden 6 mg Oxalsiiure erhalten, die durch ihr Calciumsalz charakterisiert 
wurde. 


Das Filtrat der Bleioxalatfillung wird auf 50° erwirmt und durch 
tropfenweisen Zusatz von 2n-Ammoniakwasser (bis py etwa = 6,5; Mercks 
Universalindicatorpapier eben blaBgriin gefirbt) Bleisuccinat ausgefiillt. Dieses 
wird in heiBem Wasser unter Zusatz von wenig Salzsiiure gelést, das Blei 
mit Schwefelwasserstoff ausgefillt, filtriert, der Schwefelwasserstoff durch 
Kohlendioxyd verdringt und das Filtrat im Kutscher-Steudel- Apparat 
ausgeiithert. Es werden so 66 mg Bernsteinsiiure erhalten, identifiziert 
durch Schmelz- und Mischschmelzp. (184°) und durch ihren p-Pheny!- 
phenacyl-ester (Schmelzp. 214°) %). 

Das Filtrat von der Bleisuccinatfillung ist nach Entfernung des 
Bleies und Ausiithern ein bisher nicht krystallisierendes Ol, in dem sich 
die optisch aktive Substanz befindet. Auch der Versuch, einen krystalli- 
sierten p-Phenyl-phenacylester zu erhalten, war erfolglos. 


Die beim Bilirubin erhaltenen 6 mg Basenfraktion ergaben beim Subli- 
mieren eine sehr geringe Menge einer krystallisierten Substanz, deren Kry- 
stallform von Methyl-ithyl-malein-imid véllig verschieden ist. Sie bildet 
zu Garben vereinigte lanzenformige Krystallbiischel, die sich bei lingerem 
Stehen briiunlich firben und dabei élig werden. Der Schmelzpunkt liegt 
unscharf nach Sintern ab 90° bei 96—98°. Diese Substanz kénnte das noch 
unbekannte Methyl-vinyl-malein-imid oder auch verunreinigtes Citracon-imid 
sein. Dieses schmilzt bei 110°; doch war die erhaltene Menge zu einem Misch- 
schmelzpunkt zu gering, 


1) Liebigs Ann. 53%, 170 (1939). 
*) N.J.Drake u. J. Bronitsky, J. amer. Chem. Soc. 52, 3715 (1930). 
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Die Siurefraktion bei Meso-bilirubin lieferte bei gleicher Verarbeitung 
nur 21 mg Bernsteinsiure, das ist etwa '/, der aus Stercobilin ‘erhaltenen 
Menge. Es ist freilich nicht médglich, hier eine Aussage dariiber zu machen, 
ob nicht vielleicht die jeweilige Ausbildung des Kerns als Pyrrol- oder 
Pyrroleninkern die Oxydationsergebnisse beeinfluBt. 


7. Reduktion des Stercobilins mit Eisessig—-Jodwasserstoff. 50 mg 
Stercobilin werden mit 5 ccm Eisessig und 2 ccm farbloser Jodwasserstoff- 
siiure (d = 2,0) unter Zusatz eines Kérnchens Phosphoniumjodid 2 Stunden 
lang zum schwachen Sieden erhitzt. Falls sich die Lésung durch aus- 
geschiedenes Jod braun fiirben sollte, wird noch einmal wenig Phosphonium- 
jodid zugegeben. Die Lésung wird im Vakuum auf etwa 2 cem eingeengt 
und dreht dann 0,7° nach links. Nach méglichst vollstindiger Entfernung 
von Eisessig und Jodwasserstoff im Vakuum wird der Riickstand in ver- 
diinnter Natronlauge gelést und ausgeiithert. Der Atherriickstand wiegt 
etwa 1,5 mg und gibt ganz schwach positive Ehrlichsche Reaktion. Nach 
Ansiiuern der alkalischen Lésung werden die Siuren gewonnen, ihre Menge 
betrigt 45 mg roh, sie firben sich so rasch an der Luft dunkelbraunrot, daB 
die Lésung nicht mehr direkt polarisiert werden kann. Bei Entfiirbung mit 
Eisessig—Jodwasserstoff ist jedoch die optische Aktivitét wieder zu beob- 
achten. Aus Methanol scheint Krystallisation einzutreten. 

Bei 20 stiindigem Kochen mit Eisessig—Jodwasserstoff und Phospho- 
niumjodid ist die Menge der Basenfraktion immer noch sehr gering und 
die optische Aktivitiét der Siurefraktion ist unverindert. 


8. Uber Stercobilinogen. Das durch Hydrierung mit Natriumamalgam 
oder katalytisch erhaltene Stercobilinogen krystallisierte bisher nicht und 
zeigte auch keine optische Aktivitéit. Bei der katalytischen Hydrierung 
wird sowohl bei Anwendung von kolloidalem Palladium in Natronlauge als 
auch Platinoxyd in Eisessig nur 1 Mol Wasserstoff aufgenommen. 

Das Stercobilinogen wurde jeweils in Eisessig am Licht bei etwa 
40—50° reoxydiert, was bis zum vollstindigen Verschwinden der Ebrlich- 
schen Reaktion durchgefiihrt wurde und etwa 1—3 Stunden in Anspruch 
ninmt. Nach Abdestillieren des Eisessigs kann in iiblicher Weise Stercobilin- 
hydrochlorid zuriickgewonnen werden. Dessen Ausbeute betrug bei Amalgam- 
hydrierung 22°/,, bei Hydrierung mit kolloidalem Palladium 25°/, und bei 
Hydrierung mit Platinoxyd 5°/,. Es zeigte die iiblichen Drehwerte. 


9. Reinigung des Rohchromogens. Bei einem Fall von hiimoly- 
tischem Ikterus, bei dem besonders auf die Gewinnung der Chromogene 
hingearbeitet wurde, wurden in einer 13tagigen Periode 10,2 g Rohchromogen 
und 1,5 g Stercobilin-hydrochlorid ausgeschieden. Beim Vorhandensein 
derartig groBer Mengen wird es direkt in Form eines farblosen, schwach 
hygroskopischen Schaumes abgeschieden; andernfalls mit Essigester-Benzin 
solange umgefillt, bis aus den Lésungen beim Eindampfen im Vakuum 
diese schaumige Abscheidung erzielt wird. Eine Analyse ergab 8,06°/, 
Stickstoff an Stelle der berechneten 9,4°/,. Die Fillungen enthalten als 
Verunreinigung vor allem Gallensiuren. An einer bereits schwach gelb ge- 
fiirbten Lésung in Chloroform wurde geringe optische Aktivitit festgestellt; 
das spezifische Drehungsvermégen war — 5,5° Zur weiteren Reinigung 
haben wir auch versucht, das in konzentrierter Salzsiiure geléste Roh- 
chromogen iiber das Ferrichlorid-Komplexsalz zu reinigen; nach dieser 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVIII. 19 
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Methode'), welche auf stark mit Gallensiuren verunreinigtes Rohchromogen 
angewandt, keine guten Ergebnisse gab, sind auch die S. 264 erwihnten 
krystallisierten Gene erhalten worden. Die Versuche hieriiber sind noch 
nicht abgeschlossen. 


10. Unterscheidung von Mesobilirubinogen IX und Stercobili. 
nogen mittels der Kupferreaktion und der Mesobiliviolinreaktion. 
Die Kupferreaktion haben wir nun in folgender Weise ausgefiihrt: Das 
farblose Chromogen wird in wenig 2n-Ammoniak gelést und langsam 
tropfenweise eine 1°/,ige Kupfersulfatlésung zugesetzt, welche geniigend 
Ammoniak zur Bildung von Kupfertetramminsulfat enthilt. Dann wird die 
Probe in einem Wasserbad von 60° erwirmt. Beim Vorhandensein von 
Meso-bilirubinogen [Xe tritt bereits nach lingstens einer Minute eine Ab- 
sorptionsbande im Rot auf. Nach '/, stiindigem Erwirmen ist die Ammo- 
niaklésung griinlich gefirbt. Die Spektren werden in Chloroformlésung 
nach Ansiiuern mit Essigsiiure und Ausschiitteln gemessen. 

1-Minutenprobe: Loésungsfarbe violettrot. Spektrum: 
I. 656—638; II. etwa 586; Ill. 540—478 mu. 

Reihenfolge der Intensitiiten: III, I, II. 

30-Minutenprobe: Lésungsfarbe lila. Spektrum: 

I. %T00—676; II. 642—628; III. 536—480 mu. 

Reihenfolge der Intensititen: III, I, II. 

Stercobilinogen gibt bei dieser Behandlung: 

1-Minutenprobe: Loésungsfarbe rotviolett. Spektrum: 

I. 523—512; II. 503-—490 mu. 

Intensitit I. etwa gleich IL. 

30-Minutenprobe: Lésungsfarbe rotviolett. Spektrum: 

I. 544—480 mu. 


Der Unterschied besteht also darin, daB Stercobilinogen auch nach 
30 Minuten bei 60° keine Absorptionsbanden im Rot gibt. Mit viel iiber- 
schiissiger ammoniakalischer Kupferlésung wurden auch bei Stercobilinogen 
beim Kochen Absorptionsbanden im Rot beobachtet: 

I. 648—634; II. 598—578; III. totale Verschattung ab 550 mu. 


Die Lésungsfarbe ist dabei triib-braun, der Unterschied gegeniiber der 
Lilafiirbung beim Meso-bilirubinogen IX also immer noch betriichtlich. 
Die Aufklirung der Reaktion verlangt zuniichst Reindarstellung des Sterco- 
bilinogens. 

Meso-bilirubinogen IX @ in 25°/,iger salzsaurer Lésung mit Ferrichlorid 
in konzentrierter Salzsiiure kurz gekocht, mit dem 5 fachen Volumen Wasser 
verdiinnt und mit Chloroform ausgeschiittelt, gibt eine blauviolette Chloro- 
formlésung: 

I. 618—601; II. 576—553 (sehr verwaschen); III. 513—-485 mu. 

Reihenfolge der Intensitiiten: III, I, Il. 

Stercobilinogen in gleicher Weise behandelt, gibt eine briunlich-rote 
Chloroformlésung: 

I. 523—438 mu. 


1) H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, Bd. II/1; Leipzig 
1937, S. 696. 
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gen Ff 11. Rotbrauner Farbstoff in den autoxydierten Rohchromogen- 
iten losungen. In den Atherextrakten der ammoniakalischen Lésungen wird 
och fF ferner in betrichtlichen Mengen ein spektroskopisch an Meso-bilirhodin ‘) 
erinnernder Farbstoff beobachtet. Sein Zinksalz fluoresciert rosa-griin; dessen 
yili- Spektrum ist: 
ion, I. 635,5—626,4; II. 519—501 mu. 
Das Der sehr schwache Streifen I ist nur bei héherer Konzentration sicht- 
sam ~—sobar. Das Spektrum des Farbstoffes in Chloroform ist wenig charakteristisch ; 
~—s Vorbeschattung im Rot bis 660 mu; I. 624—575 (sehr verwaschen, danach 
die FP jeichte Aufhellung) und II. etwa 560—513 mu. Schiittelt man diese braunrote 
view Lisung mit destilliertem Wasser durch und spektroskopiert sofort, so wird | 
AN | in der rein roten Lésung nur ein Streifen yon 537—529 my sichtbar. Beim 
mo- §  Belichten oder nach Zugabe eines Tropfens verdiinnter Salzsiiure tritt rasch 
uns — wieder das 2bandige Spektrum auf. Die nihere Untersuchung ist noch 


nicht abgeschlossen. 


12. Dehydrierung und Oxydation des Rohchromogens. Je 300 mg 
Rohchromogen und Meso-bilirubinogen werden mit konz. Schwefelsiure 
86 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach Ausfillung mit Wasser 
werden die Farbstoftflocken mit Methanol-Chlorwasserstoff verestert; nach 
Neutralisation in Ather getrieben, diesem mit 1°/, iger Salzsiiure entzogen 
und die Glaukobilinester aus der salzsauren Lisung unter Neutralisieren 
in Chloroform iibergefiihrt. Nach Einengen und Zugabe von heiBem Methanol 
Krystallisation, welche noch 1 mal aus Aceton—Methanol umkrystallisiert wird. 

Beide Glaukobilinester schmelzen bei 226—228° und geben miteinander 
keine Schmelzpunktsdepression. Die Ausbeute betrigt bei Meso-bilirubinogen 
100 mg, bei Rohchromogen 65 mg Glaukobilin-dimethylester IX «. 

2g Rohchromogen aus normalen Faeces und 0,6 g aus einem Fall 
mit hémolytischem Ikterus wurden mit Chromtrioxyd in Schwefelsiure 
oxydiert. Die iibersublimierte Basenfraktion besteht aus Krystallen und 
Oltrépfehen. Durch mechanische Abtrennung und vorsichtiges Auswaschen 
mit ganz wenig kaltem Methanol gelingt eine rohe Trennung. Die das 
Ol enthaltende Lésung ist optisch aktiv und rechtsdrehend, die Krystalle 


ach 
er- 


yen 


nu“; — schmelzen nach 2 maliger Sublimation bei 62—66° und geben mit reinem 
der Methy]-athyl-malein-imid (Schmelzp. 68°) keine Mischschmelzpunktsdepression. 
ch. — Das Ergebnis der Oxydation beweist auch hier das Vorliegen eines Ge- 
C:0- misthes von Meso-bilirubinogen und Stercobilinogen. 


1) W. Siedel, Diese Z. 233, 37 (1935). 
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Uber enterale Resorption verschiedener Eisenpraparate 
Bemerkungen zu der Arbeit von P. Vosskihler’) 


Von 


Wolfgang Heubner 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Miirz 1939) 


Vosskiihler erértert?) einen von mir geiuBerten Satz, in dem ich 
mich auf Starkenstein berufen habe, in einer Weise, daB der unbefangene 
Leser glauben mu, ich hitte Starkensteins Ergebnisse und Ansicht 
entstellt wiedergegeben. Dabei ist von Starkensteins zahlreichen Arbeiten 
nur ein Satz aus einer Zusammenfassung des Jahres 1930 zitiert, wihrend 
z. B. seine groBe Monographie iiber Eisen aus dem Jahre 1934°) weder 
zitiert noch beachtet ist. Wiire dies erfolgt, so hitte Vosskiihler woh! 
weder die iiber mich handelnden Siitze schreiben, noch auch an den Anfang 
seiner Arbeit die Behauptung stellen kiénnen: ,,Bislang verfiigen wir kaum 
iiber exakte morphologische Feststellungen beziiglich der Ablagerungs- 
verhiltnisse des peroral zugefiihrten Eisens“. 

Auch die oft behandelte Frage, inwieweit der histochemische Nachweis 
von Kisen in den Geweben iiberhaupt als Mab fiir die Resorption dienen 
kann, findet sich natirlich in Starkensteins Monographie besprochen ‘). 
Vosskiihler meint jedoch, auf Grund seiner wochenlangen Versuche 
,mittels der histochemischen Reaktionen zur Frage der Resorption einzelner 
Verbindungen Stellung nehmen“ zu diirfen. Ich glaube nicht, daB seine 
Befunde irgendetwas tiber das hinaus zu bieten vermégen, was schon lange 
bekannt ist. 


1) Diese Z. 27, 217 (1939). 

*) Diese Z. 207, 225 (1939). 

) Starkenstein, Eisen: Heffters Handb. der exper. Pharmakologie 3, 
682—1286 (1934). 

4) Vgl. z. B. a. a. O., S. 866. 
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Proce. Soe. exper. Biol. a. Med. (Am.) 38, 748 (1938). 


Uber das Vorkommen von Koproporphyrin III 
bei chronischer kongenitaler Porphyrie 
(Vorliufige Mitteilung) 

Von 


Elisabeth Mertens 


Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung der Hansischen Universitat, Hamburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Februar 1939) 


Eingehendere Untersuchungen iiber die isomere Form der mit den 
Faeces ausgeschiedenen Porphyrine sind erst in neuester Zeit vorgenommen 
worden, so daB H. Fischer in seinem Buch: ,,Die Chemie des Pyrrols*“ 
(Bd. IL, 1937) noch angibt, daB ,,bemerkenswerterweise aus Kot bis jetzt 
noch nie Koproporphyrin IIL isoliert worden ist‘. 

Zur Zeit liegen Beobachtungen tiber die Ausscheidung von Kopro- 
porphyrin III mit den Faeces vor von Hijmans van den Bergh, Dobriner, 
Verfasserin, Waldenstrém, sowie Grotepass und Defalque. Hijmans 
van den Bergh!) stellte bei einer chronischen kongenitalen Porphyrie, deren 
Harn aber nicht Uroporphyrin, sondern nur Koproporphyrin III enthielt, 
das Vorkommen von Koproporphyrin III in den Faeces fest. Dobriner?) 
isolierte aus dem Stuhl einer ,,chronischen“ Porphyrie (ohne Lichtempfind- 
lichkeit) Koproporphyrin I und Koproporphyrin III, und wir’) konnten iiber 
2 Faille von akuter genuiner Porphyrie berichten, die mit den Faeces Kopro- 
porphyrin I und III in etwa gleichen Mengen ausschieden. Bei der Unter- 
suchung einer groBen Zahl von Patienten, die an akuter Porphyrie erkrankt 
waren, stellte Waldenstrém*) fest, da8 bei einem Fall das Koproporphyrin 
der Faeces der Reihe III angehérte. Grotepass und Defal que’) beschreiben 
einen Fall von Porphyrinimie ohne Porphyrinurie, bei dem sie das in den 
Faeces in vermehrter Menge vorhandene Koproporphyrin als ein Gemisch 
von Koproporphyrin I und III identifizierten. Ferner fand Dobriner’) 
Koproporphyrin IIL im Stuhl bei einem Fall von Lebercirrhose und Blei- 
vergiftung, sowie ein Gemisch aus Koproporphyrin I und III bei mehreren 
Fillen von aplastischer Animie und bei Pellagra. 


1) Arch. Verdgskrkh. 42, 302 (1928). 

) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. (Am.) 30, 175 (1936). 

*) Diese Z. 250, 57 (1937). 

*) Acta med. seand. (Schwd.) $2, 22 (1937). 

°) Diese Z. 282, 155 (1938). 

*) J. of Biol. Chem. 120, 115 (1937); J. clin. Invest. (Am.) 17, 125 (1938); 




























II E. Mertens, Uber das Vorkommen von Koproporphyrin III usw. 


Da uns von dem yon H. Giinther beschriebenen Fall von chronise)e; 
kongenitaler Porphyrie (Petry) noch eine ausreichende Menge getrocknetey 
Stuhls zur Verfiigung stand, lag es nahe, unsere bei den Untersuchungep 
der akuten genuinen Porphyrie gewonnenen Erfahrungen iiber die [so. 
lierung der isomeren Koproporphyrine auf dieses Material anzuwenden. 

Bemerkenswert ist, daB hierbei nicht nur das Vorkommen yop 
Koproporphyrin III neben Koproporphyrin I nachgewiesen werden koniute, 
sondern daB wir bei dem Fall Petry iihnlich wie friher’) bei der akuten 
genuinen Porphyrie das Koproporphyrin III in einer Menge erhielten, die 
etwa von gleicher GréBenordnung ist wie die des Koproporphyrins I, (a: 
bisher als einziges Koproporphyrin bei diesem Fall isoliert wurde. 

Da8 bei der priparativen Aufarbeitung der Faeces in friiherer Zeit 
nur Koproporphyrin I gefunden wurde, liBt sich erkliren durch die weit 
bessere Léoslichkeit des Koproporphyrins III und die mehrfach betonte 
»geringe Krystallisationsfreudigkeit“ seines Methylesters. Trotzdem nimlict 
bei der vorliegenden Untersuchung nach vielfachem Reinigen die Aufteilung 
der Koproporphyrinester-Fraktion mit kaltem Methanol etwa gleiche Menger 
Verdunstungsriickstand ergab, konnte von dem Koproporphyrin III- Ester 
nur eine geringe Krystallisation erzielt werden (die Hauptmenge der Krystalle 
sab an der Wand des KrystaliisationsgefiBes!). Die Identifizierung durch 
Schmelzpunktsbestimmung und Umkrystallisieren wurde deshalb hier wiede: 
an der leichter krystaliisierenden Kupferverbindung des Methylesters vor 
genommen. 

Schmelzpunkt der Kupferverbindung des aus den Faeces gewonnenen 
Koproporphyrinmethylesters 206° (Mikro). 

Die Krystallisation des Koproporphyrin I-Methylesters erfolgte spielend 
und mit guter Ausbeute. Nach mehrfachem Umkrystallisieren zeigte der 
mit kaltem Methanol (vgl. oben) gereinigte Koproporphyrinmethylester den 
Schmelzp. 252° (Mikro). 

Unser Befund steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen, 21 
denen H. Fischer und Hofmann’) neuerdings bei der Untersuchung des 
Uroporphyrins aus dem Harn Petrys kamen. Mit Hilfe der chromato- 
graphischen Analyse konnten sie ein Priparat Uroporphyrinester aufteilen 
in 2 Komponenten: den in neuerer Zeit aufgefundenen Uroporphyrin [|| 
Ester*® *) und reinen Uroporpbyrin I-Ester, der nun den héheren Schmelz 
punkt 302° (unkorr.) zeigte. Hiermit widerlegten die genannten Autoren fiir 
das Uroporphyrin des Falles Petry die bis dahin geltende Ansicht, dat 
bei der chronischen kongenitalen Porphyrie nach Ginther nur die isomere 
Form I ausgeschieden wird. In den vorliegenden Versuchen konnte gezeizt 
werden, daB auch das Koproporphyrin der Faeces bei dem klassischen Fal 
Petry sich aus den beiden isomeren Formen I und II] zusammensetzt. 





’) H. Fischer u. Mitarbeiter, Diese Z. 241, 220 (1936); 246, 15 (1937). 
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Koproporphyrin III-tetramethylester aus Trappenfedern 
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Hoppe Sevler’s Zeitschrift. fiir physiologische Chemie. Band 258, Tafel 1 


Zu ,Otto Volker, 





Zur Kenntnis des Porphyrins in Vogelfedern® (Seite 1) 
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